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キ ノ コ は そ の 高 い 嗜 好 性 か ら 世 界 の 国 々 で 食 さ れ て い る 代 表 的 な
菌 類 で あ る 。 主 に 担 子 菌 門 に 属 す る 菌 類 で 、 肉 眼 で 確 認 可 能 な 大 型
の 子 実 体 を 形 成 す る も の が キ ノ コ と 呼 ば れ る[8]。我 々 が 一 般 的 に 食
し て い る の は こ の 子 実 体 で あ る が 、 近 年 、 生 活 習 慣 病 の 高 リ ス ク 化
や 高 齢 化 社 会 な ど の 時 代 背 景 を 反 映 し て 健 康 志 向 の 機 運 が 高 ま っ て
お り 、 キ ノ コ は そ の 機 能 性 に つ い て も 注 目 を 集 め て い る[17]。キ ノ
コ の 代 表 的 な 機 能 性 成 分 と し て β一グ ル カ ン の 研 究 が 広 く 進 ん で お り 、
免 疫 賦 活 作 用 や 抗 癌 作 用 な ど が 報 告 さ れ て い る[16,17]。ま た 植 物
性 食 材 の 機 能 性 成 分 と し て 良 く 知 ら れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル が キ ノ コ に
も 多 く 含 ま れ て い る と の 報 告 が あ る[5]。
キ ノ コ は 世 界 で5万 種 以 上 存 在 す る と さ れ て お り[20]、我 が 国 に
お い て も 南 北 に 広 く伸 び た 国 土 に よ る 多 様 な 気 候 と 先 進 国 で も ト ッ
プ ク ラ ス の 森 林 面 積(7割)を 持 つ こ と か ら 数 多 く の 自 生 キ ノ コ の
生 育 が 確 認 さ れ て い る 。 紀 元 前2000年 頃 の 縄 文 時 代 の 遺 跡 か ら キ
ノ コ を 模 倣 し た 土 製 品 が 発 見 さ れ る な ど キ ノ コ 食 用 の 歴 史 は 古 く 、
日 本 人 は 特 に キ ノ コ を 好 む 民 族 で も あ る[17]。現 代 に お い て も 愛 好
家 は 多 く 、 秋 を 代 表 す る 食 材 と し て キ ノ コ 狩 り が 風 物 詩 と な っ て い
る 。 食 用 と し て の 利 用 価 値 が 高 い キ ノ コ 種 も 多 く 、 栽 培 方 法 が 古 く
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か ら研 究 さ れ て い る も の の 、 完 全 な 人 工 栽 培 が 行 わ れ て い る の は 僅
か 十 数 種 の み で あ る[12]。そ の た め 天 然 キ ノ コ は 高 級 食 材 と し て 珍
重 さ れ 、 マ ツ タ ケ に 至 っ て は そ の 多 く を 海 外 か ら の 輸 入 に 頼 っ て い
る 。 し か し 実 際 に 北 米 か ら 輸 入 さ れ る マ ツ タ ケ は 日 本 産
(Tricholomamatsutake)とは 別 種(Tricholomamagnivelare)
で あ る な ど 、 キ ノ コ 種 の 真 正 性 に は 注 意 を 要 す る 場 合 が あ る 。
キ ノ コ は 食 用 と し て 広 く親 し ま れ て い る 一 方 で 、 強 い 毒 性 を 持 っ
種 あ る い は 食 毒 が 不 明 な 種 も 非 常 に 多 く 、 行 政 機 関 か ら 注 意 喚 起 は
な さ れ る も の の 、 毎 年 秋 に な る と食 用 キ ノ コ と の 誤 食 に よ る 食 中 毒
事 例 が 発 生 し て い る 現 状 が あ る[11]。日 本 に お け る 自 然 毒 由 来 の 食
中 毒 の90%は 毒 キ ノ コ に 起 因 す る も の と 言 わ れ 、 例 年50件 以 上 の
食 中 毒 事 例 が 報 告 さ れ て い る[25]。実 際 の 食 中 毒 発 生 時 に は 、 被 害
拡 大 防 止 の た め に 原 因 食 材 ・原 因 物 質 の 同 定 が 不 可 欠 で あ る 。頭 痛 、
嘔 吐 や 下 痢 な ど の 一 般 的 な 臨 床 症 状 の み で 原 因 食 材 あ る い は 原 因 物
質 の 特 定 は 難 し い た め 、 原 因 を 究 明 す る た め に は 科 学 的 な ア プ ロ ー
チ が 必 要 に な る 。例 え ば 食 材 に 個 人 が 採 取 し た 自 生 キ ノ コ が 含 ま れ 、
患 者 の 発 生 が 家 庭 内 に 限 定 的 な 場 合 は キ ノ コ 食 中 毒 が 強 く 疑 わ れ る
こ と に な る 。 キ ノ コ は 他 の 微 生 物 と は 異 な り 、 肉 眼 で 観 察 可 能 な た
め 形 態 的 特 徴 に よ る 鑑 定 が 有 効 か つ 重 要 で あ る 。 し か し 種 に よ っ て
は 子 実 体 の 形 態 が 極 め て 類 似 し て お り 、 安 易 な 判 別 に よ る 食 用 キ ノ
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コ と の 誤 食 が 食 中 毒 事 故 の 原 因 と な る 場 合 も 多 い 。 現 在 、 キ ノ コ 種
の 同 定 に は 形 態 鑑 定 及 び 遺 伝 子 解 析 が 主 に 用 い ら れ て い る[6]。遺 伝
子 解 析 は 現 時 点 で は 最 も 信 頼 性 高 く キ ノ コ 種 の 同 定 が 可 能 だ が 、 鑑
定 ま で に 日 数 を 要 す る こ と か ら 即 時 的 な 対 応 を 要 す る 食 中 毒 の 現 場
で は そ の 適 用 に 限 界 が あ る 。
近 年 、 質 量 分 析 技 術 の 進 歩 に 伴 いMatrixAssistedLaser
DesorptionIonization-TimeofFlight/MassSpectrometer
(MALDI-TOFIMS)を 用 い た タ ン パ ク 質 べ 一 ス の 新 た な 微 生 物 同 定
手 法 が 急 速 な 発 展 を 遂 げ て い る[2,22]。測 定 原 理 はMALDI-TOFIMS
に よ っ て 得 ら れ る リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 を 中 心 と す る 固 有 の マ ス ス
ペ ク トル を 既 存 の デ ー タ ベ ー ス と パ タ ー ン マ ッ チ ン グ す る こ と に よ
っ て 種 レ ベ ル で の 同 定 を 行 う も の で あ る 。 こ の 測 定 シ ス テ ム の 大 き
な 特 徴 と し て は 操 作 が 簡 便 で あ り 、 目 的 と す る 微 生 物 コ ロ ニ ー さ え
あ れ ば 測 定 か ら 同 定 結 果 を 得 る ま で10分 以 内 と 迅 速 な 同 定 が 可 能
な 点 に あ る 。 現 在 、 世 界 中 の 臨 床 微 生 物 検 査 で 導 入 が 広 ま り つ つ あ
る 技 術 だ が 、 ホ タ テ や エ ビ の 品 種 同 定 の 試 み も 報 告 さ れ て お り 、 食
品 分 野 へ の 応 用 に も 期 待 が 集 ま っ て い る[18,19]。 こ れ ま で 、 キ ノ
コ に つ い て は 菌 糸 体 を 用 い た 同 定 法 を 検 討 し た 報 告 は あ る が[7]、子
実 体 に 対 し て のMALDI-TOFIMSに よ る 同 定 法 に つ い て の 報 告 は な
い 。 キ ノ コ 子 実 体 のMALDI-TOFIMSに よ る 迅 速 同 定 が 可 能 と な れ
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ば 、 緊 急 性 の 高 い 食 中 毒 事 例 へ の 対 応 、 あ る い は そ の 未 然 防 止 に よ
り 大 き な 意 義 を 持 つ こ と に な る 。
食 中 毒 発 生 の 際 、 原 因 と な っ た キ ノ コ は 調 理 の 過 程 に よ る 変 質 あ
る い は 患 者 の 吐 し ゃ 物 が 唯 一 の 残 さ れ た 手 が か り で あ る 場 合 な ど 、
本 来 の 形 態 を 保 っ て い な い こ と か ら キ ノ コ 種 の 判 別 が 困 難 な 事 例 は
多 い 。 特 に 解 析 対 象 で あ る キ ノ コ 以 外 に 他 種 キ ノ コ を 含 む 複 数 種 の
真 菌 類 が 混 在 し て い る 場 合 に は 、DNA塩 基 配 列 解 析 を 直 接 適 用 で き
な い た め キ ノ コ 種 の 同 定 が 困 難 と な る 。 現 時 点 で は ツ キ ヨ タ ケ な ど
典 型 的 な 毒 キ ノ コ に 対 し て の みRealTimePCRに よ る 検 出 方 法 が
提 案 さ れ て い る の み で あ る[24]。 こ の よ う な 複 数 種 の 菌 類 が 共 存 し
て い る 状 態 は あ る 種 の 微 生 物 叢 で あ る と も 捉 え る こ と が で き る 。 微
生 物 叢 の 解 析 に はDenaturingGradientGe1Electrophoresis
(DGGE)、TerminalRestrictionFragmentLengthPolymorphism
SpacerAnalysis(T-RFLP)及び メ タ ゲ ノ ム 解 析 な ど 様 々 な 手 法 が 開
発 さ れ て い る が 、そ の 中 で もAutomatedrRNAIntergenicAnalysis
(ARISA)は低 コ ス ト で 実 用 的 な 方 法 で あ る と し て 最 近 注 目 を 集 め て
い る 。ARISAはrRNA遺 伝 子 の 多 型 領 域 を 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー を 用
い てPCR増 幅 し 、 自 動 シ ー ケ ン サ を 用 い て1塩 基 長 以 上 の フ ラ グ
メ ン ト サ イ ズ の 差 か ら 微 生 物 種 の 識 別 を 行 う 方 法 で あ る 。 フ ラ グ メ
ン ト長 の 解 析 結 果 の み か ら 直 接 、 種 の 同 定 は で き な い が 微 生 物 叢 の
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全 体 像 を 把 握 す る 上 で は 有 用 性 が 高 い 。 食 材 が 原 型 を と ど め て い な
い 吐 し ゃ 物 な ど か ら 食 中 毒 の 原 因 物 質 を 調 査 す る 際 も 、 試 料 全 体 を
混 合 し た 後 、DNAを 抽 出 しARISA解 析 を 行 う こ と で 、 照 合 す る 特
定 キ ノ コ 種 の 存 在 の 有 無 を 推 定 で き る も の と 期 待 さ れ る 。
自 生 キ ノ コ は 自 然 環 境 の 中 の 多 種 多 様 な 相 互 作 用 を 受 け て 生 育 し
て お り 、 そ の ラ イ フ サ イ ク ル の 大 半 を 菌 糸 体 ・胞 子 の 形 で 存 在 し 、
ほ ん の 一 時 を 子 実 体 と し て 過 ご す の み で あ る 。 そ の 多 く は 人 工 栽 培
法 が 確 立 さ れ て お ら ず 、我 々 は 自 然 の 恩 恵 に 頼 る こ と に な る 。幸 い 、
北 海 道 内 に は 多 く の 自 生 キ ノ コ が 生 育 し て お り 、 天 然 の 貴 重 な 資 源
ラ イ ブ ラ リ ー か ら キ ノ コ 子 実 体 を 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ こ
で 本 研 究 で は 自 生 キ ノ コ 子 実 体 を 採 取 し 、 代 表 的 な 機 能 性 と し て β一
グ ル カ ン[16]、totalpolyphenol(TPP)及 び
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)ラジ カ ル 消 去 活 性(抗 酸 化
能)[引 を 測 定 す る と と も に 、 実 用 的 な 食 毒 判 別 の 観 点 か ら
MALDI-TOFIMS及 びARISAを 用 い る キ ノ コ 種 の 新 規 か つ 総 合 的 な
同 定 手 法 の 開 発 を 試 み た 。
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第1章 自 生 キ ノ コ 子 実 体 の 遺 伝 子 解 析 に よ る 同 定 と 機 能 性 デ ー タ
1.序
採 取 し た 自 生 キ ノ コ に つ い て 形 態 観 察 ・ 遺 伝 子 解 析 に よ る 種 の 同
定 を 行 う と と も に キ ノ コ の 代 表 的 な 機 能 性 成 分 で あ る β一グ ル カ ン 、
TPP及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 を 測 定 し 、そ れ ぞ れ の 特 性 を 比 較
評 価 し た 。 β一グ ル カ ン の 測 定 に 用 い たCongoRed法[9]は 元 々 、 大
麦 由 来 の 分 岐 構 造 を 持 つ β一グ ル カ ン を 定 量 す る 簡 便 法 と し て 報 告 さ
れ て お り 、 よ り 一 般 的 な 方 法 と し て は 総 グ ル カ ン 量 か ら α一グ ル カ ン
量 を 差 し 引 く 酵 素 法[15]が 用 い ら れ て い る 。 酵 素 法 と 比 較 し て
CongoRed法 は 、 は る か に 簡 便 な 操 作 で β一グ ル カ ン を 測 定 す る こ と
が で き 、 多 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る が 、 現
在 、 キ ノ コ を 含 め た 食 品 へ の 適 用 例 は 報 告 さ れ て い な い 。
本 章 で は 、自 生 キ ノ コ に っ い てrRNA遺 伝 子 ス ペ ー サ ー(ITS)領 域
のDNA塩 基 配 列 解 析 に よ り 種 を 同 定 し た 後 、CongoRed法 に よ り
β一グ ル カ ン を 測 定 し 、 代 表 的 な 機 能 性 指 標 で あ るTPP及 びDPPH
ラ ジ カ ル 消 去 活 性(抗 酸 化 能)と と も に キ ノ コ の 科 あ る い は 種 ご と の
傾 向 を 比 較 し た 。
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2.材 料 と 方 法
(1)試 料
酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内 で2012年 か ら2013年 に 採 取 し た 自
生 キ ノ コ48試 料 を 用 い た(Table1)。ま た β一グ ル カ ン 測 定 値 の 比 較
に は 栽 培 条 件 が 異 な る ア ラ ゲ キ ク ラ ゲ5試 料(鹿 児 島 工 業 高 専 提
供)を 使 用 し た 。 キ ノ コ 試 料 は 全 て 石 突 き を 除 い た 子 実 体 可 食 部 を
測 定 対 象 と し た 。
(2)試 料 の 前 処 理 法
採 取 し た 試 料 は 水 道 水 で 洗 浄 し た 後 、 ペ ー パ ー タ オ ル で 水 分 を 除
去 し 、 ド ラ イ フ ー ド メ ー カ ー(AFD-550,ア ピ ッ ク ス イ ン タ ー ナ シ ョ
ナ ル)を 用 い て8時 間 の 温 風 乾 燥 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 、 乳 鉢 ・乳 棒
あ る い は ミ ル サ ー を 用 い て 粉 砕 し 、 常 温 保 存 し た も の を 乾 燥 粉 末 試
料 と し た 。 ド ラ イ フ ー ド メ ー カ ー 内 の 温 度 は 約70℃ で あ り 、 い ず れ
の キ ノ コ も 乾 重 量 は 湿 重 量 の1/10程 度 と な っ た 。
(3)遺 伝 子 解 析 に よ る 自 生 キ ノ コ 種 の 同 定
1)DNA抽 出
乾 燥 粉 末 試 料 約20mgか らISOILBeadsBeatingkit(ニ ッ ポ ン ジ
ー ン)に 添 付 さ れ た 説 明 書 に し た が っ てDNAを 抽 出 し 、キ ノ コDNA
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溶 液100μLを 得 た 。
2)PCR反 応
得 ら れ たDNA溶 液 を 鋳 型 と し 、 キ ノ コ のITS領 域 に 対 応 す る フ.ラ
イ マ ー(Table2)を 用 い てPCR増 幅 を 行 っ た 。PCR反 応 液 は 注 射 水
(大 塚 製 薬)14.1μL、 ×10ExTaqBuffer2μL、2.5mMdNTP1.6μL、
ExTaqO.1μL(以 上 、RROO6A,TaKaRa)、 各50μMPrimerMix
(Forward+Reverse,フ ァ ス マ ッ ク)0.2μLを 混 合 し 、DNA溶 液2μL
を 加 え 全 量 を20μLと し た 。PCR反 応 は 初 期 熱 変 性 を94℃-10分 間 、
サ イ ク リ ン グ は 熱 変 性 を94℃-30秒 間 、 ア ニ ー リ ン グ を55℃-30秒
間 、 伸 長 反 応 を72℃-30秒 間 と し 、 サ イ ク ル 数30と し た 。 サ ー マ
ル サ イ ク ラ ー はiCycler(BioRad)を 用 い た 。
3)ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
PCRに よ る 増 幅 の 程 度 と そ の バ ン ド サ イ ズ の 確 認 を ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 行 っ た 。 電 気 泳 動 に は0.5mg/mLの エ チ ジ ウ ム ブ
ロ マ イ ド を 含 む2%(w/v)ア ガ ロ ー ス ゲ ル(AgaroseKANTO,関 東
化 学)、 同 じ く0.5mg/mLの エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む ×1Tris
AcetateEDTABuffer(TAE)(313-90035,ニ ッ ポ ン ジ ー ン)泳 動 液
を 使 用 し た 。 泳 動 に 用 い る ×6LoadingBufferは 、 グ リ セ リ ン(特
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級;075-00616,和 光 純 薬)15g、 プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー(021-02911,
和 光 純 薬)15mgを 蒸 留 水 に 溶 解 し 、0.5mol/LEDTA(311-90075,ニ
ッ ポ ン ジ ー ン)3mLを 加 え た 後 、全 量50mLと し た 。PCR産 物10μL
に ×6LoadingBuffer2μLを 混 合 し 、0.5mg/mLの100bpDNA
Ladder(DMOO3-R500,GeneDireX)を そ れ ぞ れ10μLず つ ゲ ル 内 の ウ
ェ ル ヘ ア プ ラ イ し 、100vで30分 間 、 電 気 泳 動(Mupid-2Plus,
ADVANCE)し た 。 泳 動 終 了 後 、UVゲ ル 撮 影 装 置(FAS-201,
TOYOBO)を 用 い て 増 幅 バ ン ド を 確 認 し た 。
4)PCR産 物 の 精 製
DNA塩 基 配 列 解 析 に 使 用 す るPCR産 物 の 精 製 はPCRCleanup
Kit(UO609B,TaKaRa)を 用 い て 行 っ た 。PCR産 物10μLに 注 射 水
90μLを 混 合 し た10倍 希 釈 溶 液 の 全 量 を 使 用 し た 。 基 本 的 な 操 作 は
添 付 の 説 明 書 に 従 っ た がNT3Bufferで ス ピ ン カ ラ ム を2回 洗 浄 す
る 行 程 で は カ ラ ム か ら 液 が あ ふ れ る の を 避 け る た め ア プ ラ イ 量 を 規
定 の700μLか ら650μLへ 変 更 し た 。 最 終 的 に 精 製PCR産 物30μL
を 得 た 。
5)DNA塩 基 配 列 解 析
PCR増 幅 時 に 用 い たForwardあ る い はReverseフQラ イ マ ー を 、1.6
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pmol/mLと な る よ う にTEBuffer(pH8.0)で 希 釈 調 製 し た 。 電 気 泳 動
で 確 認 し た バ ン ド の 濃 さ に 基 づ き5倍 か ら20倍 に 注 射 水 で 希 釈 し た
精 製PCR産 物10μL及 び1.6pmol/mLプ ラ イ マ ー4μLを8連 チ ュ ー ブ に
入 れ て 混 合 し 、 塩 基 配 列 解 析 を 依 頼 し た(フ ァ ス マ ッ ク)。 得 ら れ た
塩 基 配 列 デ ー タ を 確 認 後 、BLASTに よ る デ ー タ ベ ー ス と の 相 同 性 検
索 を 行 い キ ノ コ 種 を 同 定 し た 。97%以 上 の 一 致 率 を 示 し た 場 合 、 同
種 で あ る と 判 断 し た 。 な お 子 実 体 の 形 態 か ら キ ノ コ 種 が 明 ら か な 場
合 は 、 塩 基 配 列 解 析 の 代 り に 、 後 述 す るDNAフ ラ グ メ ン ト 長 解 析
(ARISA)を用 い て 同 定 し た 。
(4)β一グ ル カ ン 測 定
1)試 薬
CongoRed(Sigma)74mg及 びTrisbase(Sigma)40gを 蒸 留 水
400mLに 溶 解 し 、6mol/LHC1約33mLを 加 えpH8.0に 調 整 後 、 全
量 を500mLと し て0.2mmol/LCongoRed溶 液 を 調 製 し た 。 β一グ ル
カ ン 標 準 品 と し て 大 麦 由 来 のBetaGlucanCFAStd(Megazyme)を
用 い た 。 蒸 留 水20mLを1瓶 に 加 え70-80℃ で 加 熱 撹 拝 し 溶 解 さ せ
た 後 、 全 量 を100mLと し て400mg/mL標 準 保 存 溶 液 を 調 製 し た 。
保 存 溶 液 か ら400、200、100及 び50mg/mLの 標 準 溶 液 希 釈 系 列 を
用 時 調 製 し 、 検 量 線 を 作 成 し た 。
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2)β 一グ ル カ ン 抽 出 液 の 調 製
乾 燥 粉 末 試 料0.5gに2%KOH10mLを 加 え 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー
(ULTRA-TURRAXT-10,IKA)を 用 い て 均 質 化 し た 。 次 に オ ー ト ク レ
ー プ(SS-240,TOMY)を 用 い て100℃-60min加 熱 抽 出 を 行 い 、10000
r/min-10min-25℃で 遠 心 分 離(CR21F,HITACHI)し た 上 清 を デ カ
ン テ ー シ ョ ン で 分 取 し た 。
続 い て 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ る β一グ ル カ ン の 精 製 を 以 下 に 従 い 行
っ た 。 分 取 し た 上 清200μLを1.5mLチ ュ ー ブ に 採 り99.5%エ タ ノ
ー ル800μLを 加 え15000r/min-10min-25℃ で 遠 心 分 離(CF15D ,
HITACHI)し 、 上 清 を 取 り 除 い た 。 次 に80%エ タ ノ ー ル1mLを 加 え
転 倒 混 和 に て 沈 殿 を 洗 浄 後 、 再 度 、 遠 心 分 離(15000r/min-10
min-25℃)し 上 清 を 取 り 除 い た 。 こ の 洗 浄 工 程 を も う 一 度 繰 り 返 し 、
ス ピ ン ダ ウ ン(15000r/min-1min-25℃)に よ り チ ュ ー ブ 底 部 に 残 っ
た 上 清 を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト を 用 い て 丁 寧 に 取 り 除 い た 。 得 ら れ た 沈
殿 に 蒸 留 水1mLを 加 え ウ ォ ー タ ー バ ス(EX-B,TAITEC)を 用 い て
55℃-30min加 温 溶 解 し た 。 溶 け に く い 場 合 に は ボ ル テ ッ ク ス を 用
い て 可 溶 化 し 、 β一グ ル カ ン 抽 出 液 と し た 。
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3)測 定 操 作
試 料 抽 出 液150μLを96wellマ イ ク ロ プ レ ー ト に 採 り(nニ2)、
CongoRed溶 液100μLを 加 え 、30分 間 放 置 し た 後 に570nmに お け
る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー(Emax,MolecularDevices)
を 用 い て 測 定 し た 。 ま た 各 試 料 に つ い てCongoRed溶 液 を
O.66mol/LTrisbuffer(pH8.0)に置 き 換 え た サ ン プ ル ブ ラ ン ク の 吸
光 度 を 差 し 引 く こ と に よ り 、 抽 出 液 の 着 色 の 影 響 を 除 い た 。
4)酵 素 法
ア ラ ゲ キ ク ラ ゲ5試 料 に つ い て 、 酵 素 法 に よ る β一グ ル カ ン の 測 定
を 依 頼 し た(日 本 食 品 分 析 セ ン タ ー)。
(5)TPP測 定
1)試 薬
Folin-Denis試薬(47742-100ML-F,Sigma)に蒸 留 水 を 加 え 、 用 時
5倍 希 釈 し て 比 色 定 量 に 用 い た 。TPP測 定 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 標 準 品
と し て ケ ル セ チ ン(10005169,Cayman)を 用 い た 。
2)TPP測 定 用 試 料 液 の 調 製
乾 燥 粉 末 試 料0.5gに 対 し50%エ タ ノ ー ル10mLを 加 え 、10分 間
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激 し く 振 と う(ModelSA-31,Yamato)し た 後 、
10000r/min-10min-250Cで遠 心 分 離 し た 上 清 を デ カ ン テ ー シ ョ ン で
分 取 し た 。 得 ら れ た 上 清 に 蒸 留 水 を 加 え 、 用 時10倍 希 釈 し て 測 定
に 用 い た(試 料10倍 希 釈 液)。
3)測 定 操 作
試 料10倍 希 釈 液50μLを96wel1マ イ ク ロ プ レ ー ト に 採 り(nニ2)、
Folin-Denis試薬5倍 希 釈 液50μLを 加 え 混 合 し た 。 さ ら に4%
Na2CO3100μLを 加 え 混 合 し 、 室 温 で10分 間 放 置 し た 後 、650nm
で の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 ま た 各 試 料 に
っ い てFolin-Denis試 薬 を 蒸 留 水 で 置 き 換 え た サ ン プ ル ブ ラ ン ク の
吸 光 度 を 差 し 引 き 、 検 量 線 か ら ポ リ フ ェ ノ ー ル 濃 度 を 求 め た 。
(6)DPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 測 定
1)試 薬
DPPH(047-04051,Wako)4.Omgを99.5%エ タ ノ ー ル10mLを
加 え 、ア ル ミ ホ イ ル で 遮 光 し た 後 、10分 間 振 と う し1mmol/L、DPPH
反 応 試 液 を 用 時 調 製 し た 。 抗 酸 化 能 標 準 品 に はTrolox(238813,
Sigma)を用 い た 。
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2)DPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 測 定 用 試 料 液 の 調 製
「(5)-2)TPP測定 液 の 調 製 」 と 同 様 の 操 作 で 行 っ た 。
3)測 定 操 作
DPPH反 応 試 液 は1mmol/LDPPH3mLに0.3mol/LMESBuffer
pH6.1(MO164,Sigma)3mLを 加 え 用 時 調 製 し た 。 試 料10倍 希 釈
液50μLを96wellマ イ ク ロ プ レ ー ト に 採 り(n=2)、DPPH反 応 試 薬
100μLを
加 え 混 合 し た 。 ア ル ミ ホ イ ル で 遮 光 し10分 間 放 置 し た 後 、550nm
で の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ま たDPPH反 応 試 液 を 蒸 留 水 に 置 き 換 え た
サ ン プ ル ブ ラ ン ク を 差 し 引 き 、Trolox(238813,Sigma)検量 線 か ら
DPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 をTrolox相 当 量(μmolTE/100g)と し て 求
め た 。
(7)統 計 処 理
統 計 処 理 に はPrism6(GraphPadsoftware)を 用 い た 。
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3.結 果
(1)DNA塩基 配 列 解 析 結 果
全48試 料 の 内 、 塩 基 配 列 解 析 を 行 っ た39試 料 中38試 料 で 種 あ
る い は 属 レ ベ ル で の 同 定 が 可 能 で あ っ た 。 キ ヌ メ リ イ グ チ(形 態 観
察)の みDNA塩 基 配 列 解 析 に お い て 良 好 な ピ ー ク が 得 ら れ ず 、
BLASTに よ る 相 同 性 検 索 が 不 可 能 で あ っ た 。遺 伝 子 解 析 の 結 果 、48
試 料 の 内 訳 は 重 複 し た 同 種(同 属)を 除 く と27種(属)と な っ た(Table
1)。
(2)CongoRed法 に よ る β一グ ル カ ン 測 定 結 果
1)β 一グ ル カ ン 検 量 線
代 表 的 な 検 量 線 の 例 をFig.1に 示 し た 。 回 帰 式 は 二 次 曲 線 で あ り
定 量 範 囲 は10か ら300μg/mLで あ っ た 。
2)セ ル ロ ー ス(β 一1,4一グ ル カ ン)の 影 響
キ ノ コ に 乾 燥 重 量 あ た り10%程 度 存 在 す る 直 鎖 状 の β一グ ル カ ン
で あ る セ ル ロ ー ス(β一1,4一グ ル カ ン)[10,14]の 影 響 を 確 認 す る た め
に 、 透 析 用 セ ル ロ ー ス チ ュ ー ブ(和 光 純 薬)及 び カ ラ ム ク ロ マ ト 用 担
体 のSephadexG-50(PharmaciaFineChemicals)を 用 い て ア ル カ
リ 熱 水 抽 出 液 を 同 様 に 調 製 し 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 吸 光 度 変 化 は な
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く β一グ ル カ ン 測 定 値 へ の セ ル ロ ー ス の 影 響 が な い こ と を 確 認 で き た 。
3)自 生 キ ノ コ の β一グ ル カ ン 量
全48試 料 の β一グ ル カ ン 定 量 値(mg/g)は8.6±6.3(Mean±SD)で あ
っ た(Fig.2-A)。 最 も 高 い 値 を 示 し た の はNo.28タ ヌ キ ノ チ ャ ブ ク
ロ の25.1で あ り 、 最 も 低 い 値 を 示 し た の はNo.45ニ ガ ク リ タ ケ の
1.1で あ っ た 。 ま た 、 種 ご と の 比 較 で は 分 散 分 析 に よ り β一グ ル カ ン
量 は 有 意 差 を 認 め(p<0.0001)、 ニ ガ ク リ タ ケ が2.0±1.0(n=4)、
Oortinariusbalteatoeumatilisが8.5±1.0(n=4)、 ハ タ ケ シ メ ジ
が11.4±1.6(nニ3)、 ム キ タ ケ が19.5±1.8(n=3)及 び タ ヌ キ ノ チ
ャ ブ ク ロ が19.7±3.6(n=4)で あ っ た(Fig.3-A)。
(4)酵 素 法 と の 比 較
栽 培 培 地 が 異 な る ア ラ ゲ キ ク ラ ゲ5試 料 に つ い てCongoRed法 と
酵 素 法 に よ る β一グ ル カ ン の 定 量 結 果(mg/g)を 比 較 し た と こ ろ 、 絶 対
値 は 酵 素 法 が372±36(Mean±SD)と 測 定 値 に セ ル ロ ー ス を 含 む
こ と か らCongoRed法 の6.4±1.4の 約50倍 高 い 結 果 と な っ た が 有
意 の 相 関 関 係(pニo.0127)が 認 め ら れ た(Fig.4)。
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(5)TPP測 定 結 果
全48試 料 のTPP定 量 値(mg/100g)は362±190(Mean±SD)で あ
っ た(Fig.2-B)。 最 も 高 い 値 を 示 し た の はNo.30ハ ラ タ ケ 属 キ ノ コ
の820で あ っ た 。 一 方 、 最 も 低 い 値 を 示 し た の はNo.13カ ワ ラ タ ケ
の44で あ っ た 。 種 ご と の 比 較 で は 分 散 分 析 に よ りTPPは 有 意 差 を
認 め(p=0.0122)、 ニ ガ ク リ タ ケ が412±134、0.balteatoeumatilis
が259±51、 ハ タ ケ シ メ ジ が574±57、 ム キ タ ケ が384±73及 び タ
ヌ キ ノ チ ャ ブ ク ロ が500±113で あ っ た(Fig.3-B)。
(6)DPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 測 定 結 果
全48試 料 の 測 定 値(μmo1TE/100g)は1170±776(Mean±SD)で
あ っ た(Fig.2-c)。 最 も 高 い 値 を 示 し た の はNo.30ハ ラ タ ケ 属 キ ノ
コ の3340でTPP測 定 と 同 様 の 結 果 で あ っ た 。 一 方 、 最 も 低 か っ た
の もNo.13カ ワ ラ タ ケ で 唯 一 検 量 線 の 定 量 範 囲 外 で あ っ た 。 種 ご と
の 比 較 で は 分 散 分 析 に よ る 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た(p=0.4106)
が 、 ニ ガ ク リ タ ケ が1320±676、0,balteatoeumatilisが576±74、
ハ タ ケ シ メ ジ が1830±355、 ム キ タ ケ が1320±876及 び タ ヌ キ ノ チ
ャ ブ ク ロ が1200±384と 、TPP同 様 に0.balteatocumatilisは低 値
傾 向 を 示 し た(Fig.3-c)。
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(7)β一グ ル カ ン 、TPP及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 相 関
β一グ ル カ ン とTPP及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 問 に は 相 関 関
係 は 見 ら れ な か っ た(Fig.5)。 一 方 、TPPと ラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 間
に は 強 い 正 の 相 関 関 係 が 確 認 さ れ た(r=0.8079,p<0.0001)。
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4.考 察
キ ノ コ 子 実 体 の 形 態 に よ る 鑑 定 結 果 を 遺 伝 子 解 析 に よ り 確 認 し た
(Table1)。特 徴 的 な 形 状 か ら 形 態 に よ る 鑑 定 が 容 易 な ム キ タ ケ や ベ
ニ テ ン グ タ ケ な ど で は 、 ほ ぼ 遺 伝 子 解 析 結 果 と 一 致 し た 。 一 方 、 生
長 段 階 で の 形 状 変 化 や 形 態 が 類 似 し た 種 が 多 い フ ウ セ ン タ ケ 科 な ど
で はDNA塩 基 配 列 に よ っ て 初 め て 正 確 な 同 定 が 可 能 と な っ た 。 一
部 、 属 レ ベ ル の 同 定 に と ど ま る がITS領 域 の 塩 基 配 列 解 析 に よ り 、
ほ と ん ど の キ ノ コ の 同 定 が 可 能 で あ っ た 。 唯 一 、 キ ヌ メ リ イ グ チ と
推 定 さ れ る 試 料 で 遺 伝 子 解 析 に よ る 同 定 結 果 が 得 ら れ な か っ た 。 塩
基 の 種 類 に 対 応 す る シ グ ナ ル 重 複 が 見 ら れ た こ と か ら 他 種 キ ノ コ あ
る い は カ ビ な ど の 真 菌 類 の 混 在 に よ る 影 響 と 考 え ら れ た 。
CongoRed法 で の β一グ ル カ ン 定 量 値(mg/g)は ア ラ ゲ キ ク ラ ゲ の
6.4±1.4(Mean±SD)と 、 酵 素 法 の372±36と 比 較 し て は る か に 低
い 値 と な っ た が 有 意 の 正 の 相 関 は 認 め ら れ て い る(Fig.4)。こ れ は 測
定 原 理 が 全 く 異 な る こ と に よ る と 考 え ら れ る 。CongoRed試 薬 に よ
る β一グ ル カ ン の 測 定 原 理 は 、分 岐 構 造 を 持 つ β一1,3/1,6一グ ル カ ン 及 び
β一1,3/1,4一グ ル カ ン が つ く る 三 次 元 立 体 構 造 にCongoRed分 子 が 会
合 し て 起 こ る 吸 収 波 長 の シ フ ト を 利 用 し た も の で あ る の に 対 し て 、
酵 素 法[15]で は 直 鎖 の β一1,3/1,4一グ ル カ ン も 測 定 値 に 含 ま れ る 。従 っ
て 植 物 体 の 構 成 成 分 と し て 存 在 し て い る セ ル ロ ー ス な ど の 直 鎖 状 の
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β一グ ル カ ン はCongoRed法 の 測 定 に 影 響 を 与 え な い こ と に な る 。 本
研 究 に お い て も 実 際 に セ ル ロ ー ス が 測 定 値 に 影 響 し な い こ と を 確 認
し た 。 し か し 、 元 々 、 測 定 し た セ ル ロ ー ス 試 料 は 抽 出 の 段 階 で エ タ
ノ ー ル に よ る 沈 殿 生 成 が 目 視 で き な か っ た こ と か ら 、 今 回 の 条 件 で
は 抽 出 さ れ て い な い 可 能 性 が 高 い 。 い ず れ に せ よCongoRed法 で は
一 般 に 免 疫 賦 活 な ど の 機 能 性 成 分 と し て は 捉 え ら れ て い な い セ ル ロ
ー ス が 測 定 に は 含 ま れ な い こ と も 大 き な 利 点 で あ る 。 単 一 の 分 子 構
造 を 持 た な い β一グ ル カ ン は そ の 分 子 量 や 立 体 構 造 な ど が 生 体 内 で の
生 理 活 性 に 大 き く 影 響 を 及 ぼ す た め 、 機 能 性 と い う 観 点 か ら 多 様 な
β一グ ル カ ン の 高 次 構 造 に 関 す る 情 報 を 反 映 し たCongoRed法 は 酵 素
法 と は 異 な る 新 た な 知 見 が 得 ら れ る も の と 期 待 さ れ る 。
全48試 料 のCongoRed法 に よ る 自 生 キ ノ コ の β一グ ル カ ン 量
(mg/g)は8.6±6.3(Mean±SD)、 範 囲 は1.1か ら25.1と 種 ご と に 大
き な 変 動 が 見 ら れ た 。 科 内 の 比 較 で は ハ ラ タ ケ 科 のNo.28タ ヌ キ ノ
チ ャ ブ ク ロ が25.1と 高 い 値 を 示 し た 一 方 、No.30ハ ラ タ ケ 属 の キ ノ
コ は1.3と 低 い 値 で あ っ た(Fig.2-A)。 分 散 分 析 一Tukey検 定 に よ
る 種 間 の 比 較 で は0.balteatocumatilisVSノ ＼タ ケ シ メ ジ 及 び ム
キ タ ケvsタ ヌ キ ノ チ ャ ブ ク ロ を 除 き 有 意 差 を 認 め た 。 以 上 の こ と
か ら キ ノ コ の β一グ ル カ ン は 種 内 で の 変 動 は 小 さ く 、 生 育 環 境 や 個 体
差 に よ る 影 響 よ り も 種 間 の 差 が 大 き い こ と か ら 種 固 有 の 値 を 持 つ こ
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と が 確 認 さ れ た 。
全48試 料 のTPP(mg/100g)及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性(μmol
TE/100g)につ い て も 、 そ れ ぞ れ412±134(Mean±SD)及 び1315±
776と 大 き な 変 動 が 見 ら れ 、 科 レ ベ ル で 一 定 の 傾 向 は 確 認 で き な か
っ た(Fig.2-B,c)。TPPの 種 問 の 比 較 に お い て は0.
halteatoeumatilisVS(ノ・タ ケ シ メ ジ 、 タ ヌ キ ノ チ ャ ブ ク ロ)の 問 に
有 意 差 を 認 め た が 、DPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 に お い て は 種 間 の 有 意
差 が 認 め ら れ な か っ た 。 こ の こ と は ム キ タ ケ のDPPHラ ジ カ ル 消 去
活 性 の 標 準 偏 差 が 大 き い こ と が 影 響 し て い る が 、試 料 の 一 部 が2012
年 に 調 製 さ れ た も の で あ り 経 年 劣 化 が 起 っ て い た 可 能 性 が 高 い 。
TPPとDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 の 問 に 正 の 相 関 が 見 ら れ た こ と か
ら キ ノ コ の 抗 酸 化 性 に つ い て も ポ リ フ ェ ノ ー ル が 関 与 し て い る こ と
が 示 唆 さ れ た(Fig.5)。TPPとDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 は い ず れ も
β一グ ル カ ン と の 相 関 は 全 く 示 さ ず 、 同 種 内 の 変 動 は や や 大 き い 傾 向
に あ る が 基 本 的 に は β一グ ル カ ン と 同 様 に 個 体 差 よ り も 種 間 の 差 が 大
き い と 考 え ら れ た 。
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5.要 約
本 学 キ ャ ン パ ス 内 の 自 生 キ ノ コ48試 料 に っ い て 遺 伝 子 解 析 に よ
る 同 定 を 行 っ た と こ ろ47試 料 が 種 あ る い は 属 レ ベ ル で 同 定 さ れ た 。
CongoRed法 に よ る β一グ ル カ ン の 測 定 結 果 は 、 セ ル ロ ー ス を 含 ま な
い こ と か ら 、 酵 素 法 と 比 べ て 小 さ い 値 と な っ た が 高 次 構 造 を 反 映 し
た 機 能 性 成 分 と し て 測 定 す る 上 で は む し ろ 有 用 で あ る と 考 え ら れ た 。
ま た 食 材 の 機 能 性 評 価 に 汎 用 さ れ るTPP及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去
活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、β一グ ル カ ン と の 相 関 は 認 め ら れ な か っ た が 、
両 項 目 の 測 定 結 果 に は 正 の 相 関 が 見 ら れ 、 キ ノ コ の 抗 酸 化 性 に は ポ
リ フ ェ ノ ー ル が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 β一グ ル カ ン 、TPP
及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性 の い ず れ の 機 能 性 指 標 に お い て も 科 ご
と に 一 定 の 傾 向 は 見 ら れ ず 、 種 ご と に 特 徴 的 な 値 を 示 す こ と が 確 認
さ れ た 。
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第1章MALDI-TOF/MSに よ る キ ノ コ 種 の 同 定
1.序
キ ノ コ 種 の 分 類 及 び 識 別 は 非 常 に 複 雑 で あ る 。 種 の 識 別 に は 形 態
観 察 に 加 え て 最 近 で は 遺 伝 子 解 析 な ど が 用 い ら れ る が 、 こ れ ら は 必
ず し も 万 能 な 訳 で は な い[6]。科 あ る い は 属 レ ベ ル で 異 な る も の の 子
実 体 は 形 態 が 極 め て 類 似 す る 場 合 や 遺 伝 子 解 析 で 広 く 利 用 さ れ る 領
域 に 種 を 超 え た 共 通 配 列 が 存 在 す る 場 合 も あ り 、 こ れ ら が 識 別 を 困
難 に し て い る[4]。
子 実 体 は 形 態 の み な ら ず 第1章 で 述 べ た よ う に 機 能 性 成 分 に つ い
て も 種 ご と に 多 様 性 が あ る 。 β一グ ル カ ン に つ い て は 複 雑 な 高 次 構 造
を と る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ の 形 成 に は 複 数 の タ ン パ ク 質 が 複 雑
に 作 用 し て い る[3]。そ こ で 本 章 で は 形 態 観 察 や 遺 伝 子 解 析 と は 原 理
的 に 異 な る 、 タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ァ イ ル 解 析 に 基 づ く
MALDI-TOFIMSに よ る 新 し い キ ノ コ 種 同 定 へ の ア プ ロ ー チ に つ い
て 述 べ る 。MALDI-TOFIMSに よ る 同 定 は 量 的 に 優 勢 な リ ボ ソ ー ム
タ ン パ ク 質 を 中 心 と し た マ ス プ ロ フ ァ イ ル を 基 に 行 わ れ る[2,22]。
目 的 と す る 微 生 物 コ ロ ニ ー さ え あ れ ば 菌 種 同 定 ま で に 要 す る 時 間 が
約10分 程 度 と 迅 速 で あ り操 作 も 簡 便 で あ る こ と か ら 、 現 在 、 臨 床
微 生 物 検 査 の 場 で 急 速 に 広 ま りっ っ あ る 。 ま た 近 年 、 エ ビ[18]やホ
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タ テ[19]など の 海 産 物 の 同 定 に 適 用 さ れ た 例 が 報 告 さ れ て お り 、 食
品 分 野 へ の 導 入 も 始 ま っ て い る 。 キ ノ コ に つ い て は 菌 糸 体 を 用 い た
同 定 の 試 み が 報 告 さ れ て い る の み で あ り[7]、本 研 究 は 子 実 体 を 用 い
た キ ノ コ 種 同 定 へMALDI-TOFIMSの 応 用 を 検 討 し た 初 の 研 究 と な
る 。
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2.材 料 と 方 法
(1)試 料
北 海 道 内 で 採 取 し た 自 生 キ ノ コ 及 び 札 幌 ・江 別 市 内 で 購i入 し た 栽
培 キ ノ コ を 試 料 と し た 。 自 生 キ ノ コ 全157試 料 中109試 料 は 札 幌 市
清 田 保 健 所 よ り 提 供 を 受 け 、 残 り の48試 料 は2014年6月 か ら10
月 の 問 に 酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内 に て 採 取 し た も の を 用 い た
(Table3)。自 生 キ ノ コ は 採 取 時 に 子 実 体 の 柄 、 傘 、 つ ば 、 ひ だ な ど
の 形 態 的 特 徴 に 基 づ き 鑑 定 を 行 っ た 後 、 第1章 で 述 べ た 遺 伝 子 解 析
に よ っ て 種 あ る い は 属 を 同 定 し た 。 ま た 市 販 キ ノ コ に は ナ メ コ 、 エ
ノ キ タ ケ 、 タ モ ギ タ ケ 、 ブ ナ シ メ ジ 、 シ イ タ ケ 及 び エ リ ン ギ の6種
を 用 い た 。
(2)試 薬 調 製
MALDI-TOFIMS測 定 の 際 に 使 用 す る マ ト リ ッ ク ス 及 び キ ャ リ ブ
レ ー シ ョ ン ス タ ン ダ ー ド は そ れ ぞ れBrukerDaltonics社 が 推 奨 す
るHCCAportioned(成 分 名:α 一シ ア ノ ー4一ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸,
8255344,BrukerDaltonics)、BacterialTestStandard(BTS,
8255343,Bruker)を 用 い 、 同 社 のMALDIBiotyperト レ ー ニ ン グ
テ キ ス ト に 従 っ て 調 製 し た 。
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(3)タ ン パ ク 質 抽 出
生 の キ ノ コ 子 実 体 を 傘 及 び 柄 部 位 に 分 け て 試 料 調 製 し た 。 傘 部 位
は ひ だ を 含 め た 子 実 体 の 傘 の 縁 を 切 り 取 り 、 柄 部 位 は 中 央 部 の 表 面
か ら 切 り 取 っ た(Fig.6)。 各 部 位 は そ れ ぞ れ メ ス(No.10,フ タ バ)あ
る い は 剃 刀 で5mm片 程 度 に 切 り 取 り 、極 小 ガ ラ ス ビ ー ズ(BZ-01,井
内 盛 栄 堂)約300mg及 び ガ ラ ス ビ ー ズ(BZ-1,井 内 盛 栄 堂)2個 を 含
む2mLス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ(Beadsbeatingtube)に加 え た 。
そ の 後 、 タ ン パ ク 質 抽 出 溶 媒(70%ギ 酸:ア セ ト ニ ト リ ル=1:
1)400μLを 加 え 、細 胞 破 砕 装 置(BC-20,セ ン ト ラ ル 科 学 貿 易)を 用 い
て2000r/min-3minの 条 件 で 粉 砕 し た 。 粉 砕 処 理 後 、
15000r/min-5min-25℃で 遠 心 分 離 し た 上 清 を タ ン パ ク 質 抽 出 液 と
し た 。 こ の 抽 出 法 は 用 時 調 製 と し た 。
(4)MALDI-TOF/MS測定
タ ン パ ク 質 抽 出 液1μLを プ レ ー ト(MTP384targetplatepolished
steelBC,Bruker)のス ポ ッ ト位 置 に 滴 下 し 、 ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 送
風 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 同 じ ス ポ ッ ト上 に マ ト リ ッ ク ス1μLを 重 ね
て 滴 下 し 、 再 度 、 乾 燥 さ せMALDI-TOFIMS測 定 を 行 っ た 。 測 定 は
1試 料 に つ き4ス ポ ッ ト を3重 測 定 し 計12ス ペ ク ト ル を 得 た 。
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TOFIMS測 定 機 器 はAutoflex、 測 定 用 ソ フ ト ウ ェ ア はFlexControl
及 びMALDIBiotyperRealTimeClassification(RTC)、 測 定 結 果 に
つ い て は デ ー タ 処 理 用 ソ フ ト ウ ェ アFlexAnalysis及 び 同 定 用 ソ フ
ト ウ ェ アMALDIBiotyper(以 上 、Bruker)を 使 用 し た 。
(5)個 体 差 及 び 製 造 元 間 差
市 販 栽 培 キ ノ コ 子 実 体 を 用 い て 製 造 元 間 及 び 購 入 時 期 に よ る 個 体
差 に つ い て 検 討 し た 。 製 造 元 問 差 の 検 討 に は 江 別 市 内 の 小 売 店 に て
販 売 さ れ て い た4社 の シ イ タ ケ を 用 い た 。 購 入 時 期 の 検 討 に は シ イ
タ ケ2試 料 及 び エ リ ン ギ1試 料 を 用 い 、2014年6,月 か ら2週 間 毎
に 購 入 し 、 計3回 測 定 を 行 っ た 。 い ず れ も 傘 及 び 柄 部 位 に 分 け て 測
定 し た 。
(6)保 存 条 件
常 温 、 乾 燥 粉 末 、 冷 蔵(4℃)及 び 冷 凍(-30℃)の4保 存 条 件 に つ い
て 傘 部 位 を 用 い0、1、2、4及 び7日 目 の 経 時 変 化 を 追 っ た 。 こ の
う ち 乾 燥 粉 末 試 料 は 約100mgをBeadsbeatingtubeに 計 り 取 り 、
「(3)タ ン パ ク 質 抽 出 」 の 操 作 に 従 い 試 料 調 製 し た 。
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(7)脱 塩 処 理
MALDI-TOFIMS測 定 に お い て 塩 な ど の 來 雑 物 は イ オ ン 化 の 阻 害
に 働 く 。塩 に よ る 影 響 の 有 無 を 確 認 す る た め にZiptip(C18,ミ リ ポ
ア)に よ る 脱 塩 処 理 を 行 っ た 。 試 料 調 製 を 「(3)タ ン パ ク 質 抽 出 」 と
同 様 に 行 い 、抽 出 液50μL、 を 窒 素 気 流 化40℃ で 乾 固 後 、 同 量 の0.1%
ト リ フ ル オ ロ 酢 酸(TFA)に 転 溶 し 脱 塩 処 理 を 行 っ た 。 ま た 窒 素 乾 固
及 び マ ト リ ッ ク ス の 影 響 を 考 慮 し 、 以 下 の 条 件 で 比 較 し た 。
条 件1.「(3)タ ン パ ク 質 抽 出 」 と 同 様 の 操 作
条 件2.窒 素 乾 固 後 に 再 度 タ ン パ ク 質 抽 出 溶 媒 に 溶 解
条 件3.窒 素 乾 固 後 に0.1%TFAに 転 溶
条 件4.窒 素 乾 固 後 に0.1%TFAに 転 溶 し 脱 塩 処 理
条 件2-4で は 窒 素 乾 固 後 、 そ れ ぞ れ 同 量 の マ ト リ ッ ク ス に 溶 か し
た 。
100%ア セ ト ニ ト リ ル(ACN)10μLを 吸 引 ・廃 棄 を 行 っ た 後 、
0.1%TFA/50%ACNの 吸 引 ・廃 棄 を2回 繰 り 返 し 、 チ ッ プ を 膨 潤 さ
せ た 。 次 に0.1%TFAの 吸 引 ・廃 棄 を3回 繰 り 返 し 平 衡 化 し た 。
0.1%TFAに 転 溶 し た タ ン パ ク 質 液 を 試 料 チ ュ ー ブ 内 で5回 以 上 、吸
引 ・排 出 し ペ プ チ ド を 吸 着 さ せ た 後 、0.1%TFA10μLを3回 吸 引 ・
廃 棄 し て 支 持 体 を 洗 浄 す る こ と で 脱 塩 を 行 っ た 。 最 後 に あ ら か じ め
0.5mLチ ュ ー ブ に 採 っ た3μLの 溶 出 液(0.1%TFA/50%ACN)中 で 吸
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引 ・ 排 出 を3回 以 上 繰 り 返 し 、 全 量 を チ ッ プ か ら 溶 出 し
MAL、DI-TOFIMS測 定 に 用 い た 。
(8)SDS-PAGE
TOFIMS測 定 に 係 る タ ン パ ク 質 の 存 在 をSDS-PAGEに よ り 確 認
し た 。溶 媒 を2%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム(SDS)に 置 き 換 え 、「(3)タ
ン パ ク 質 抽 出 」 と 同 様 に 抽 出 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 抽 出 液20μLに
Laemmlisamplebuffer(Bio-Rad)300μLと2一メ ル カ プ トエ タ ノL-一一・
ル(和 光 純 薬)15μLを 混 合 し た サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー20μLを 加 え 、 恒
温 機(DNAAMPLIFIER,Sanyo)を 用 い て 加 熱(99℃-5min)し た 。 泳
動 装 置 に ミ ニ プ ロ テ ィ ア ンTGXゲ ル(4-15%グ ラ ジ エ ン ト,
Bio-Rad)をセ ッ ト し 、 泳 動 バ ッ フ ァ ー(Bio-Rad)を満 た し た 後 、加 熱
処 理 し た 試 料 液20μL及 び0.03μg/mL分 子 量 マ ー カ ー(プ レ ス テ イ ン
ドBroad,Apro)5μLを 各 ウ ェ ル に ア プ ラ イ し 、 電 気 泳 動
(240V-40mA-30min)を行 っ た 。 泳 動 終 了 後 、 ゲ ル を 取 り 出 し 脱 イ オ
ン 水 で5分 間 振 と う 洗 浄 す る 操 作 を 計3回 行 い 、CBBフ.ラ ス(和 光
純 薬)を 加 え て 再 度30分 間 振 と う し た 。 溶 液 を 捨 て 、 脱 イ オ ン 水 で
60分 間 振 と う 洗 浄 を 行 っ た 後 、 染 色 バ ン ド を 確 認 し た 。
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(9)デ ー タ ベ ー ス の 作 成
同 定 用 ソ フ ト ウ ェ アMAL、DIBiotyperはMALDI-TOFIMS測 定 で
得 ら れ た マ ス ス ペ ク トル を 既 存 の デ ー タ ベ ー ス と 照 合 す る こ と に よ
っ て 種 を 同 定 す る 。 一 般 的 な 細 菌 及 び 真 菌 類 に つ い て は 汎 用 デ ー タ
ベ ー ス が 市 販 さ れ て い る が 、 現 在 、 キ ノ コ 子 実 体 に つ い て の デ ー タ
ベ ー ス は 存 在 し な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 得 ら れ た マ ス ス ペ ク ト ル か
らln-housedatabase(自生 キ ノ コ デ ー タ ベ ー ス)を 構 築 し た 。Mass
SpectralProfile(MSP)の作 成 及 び デ ー タ ベ ー ス へ の 登 録 に は 同 一
株 か ら12回 の 測 定 の 内6ス ペ ク トル 以 上 が 得 ら れ た う え で の 平 均
化 を 必 要 条 件 と し た 。 ま た 同 種 キ ノ コ に つ い て は 各 ・々 の 株(Strain)
と し て デ ー タ ベ ー ス へ 登 録 し た 。
(10)パ タ ー ン マ ッ チ ン グ
Biotyperを 用 い た 同 定 は タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の パ タ ー ン マ
ッ チ ン グ に 基 づ き 、 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ たMSPと の 類 似 性 が
0.000か ら3.000ま で の ス コ ア で 示 さ れ る 。 判 断 基 準 と し て は ス コ
ア が2.000以 上 で 種 レ ベ ル で の 一 致 、1.999か ら1.700ま で は 属 レ
ベ ル で の 一 致 、 そ れ 以 下 で は 同 定 不 可 と な っ て い る(Fig.7)。各 実 験
結 果 に お い て パ タ ー ン マ ッ チ ン グ の ス コ ア か ら 種 の 同 定 に 必 要 な
2.000以 上 の 値 が 得 ら れ る 最 適 な 試 料 条 件 に つ い て の 検 討 を 行 っ た 。
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MSPと の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ に は 各 ス ポ ッ ト の 初 回 測 定 時 に 得 ら
れ た4つ の マ ス ス ペ ク トル を 使 用 し 、 最 も 高 い ス コ ア が 得 ら れ た ス
ポ ッ ト を 最 終 的 な 同 定 結 果 と し た 。
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3.結 果
(1)試 料 採 取 部 位
市 販 栽 培 キ ノ コ3種4試 料(製 造 元 の 異 な る シ イ タ ケ2試 料 、 エ
リ ン ギ 及 び ブ ナ シ メ ジ 各1試 料)を 用 い て 柄 及 び 傘 部 位 の マ ス ス ペ
ク トル を 比 較 し た(Fig.8)。柄 及 び 傘 部 位 と も に 全 て の ス ポ ッ ト か ら
マ ス ス ペ ク ト ル が 得 ら れ た 。 全 体 的 に 傘 部 位 は 柄 部 位 に 比 べm/z
2000か ら10000付 近 に 特 徴 的 な ピ ー ク を 多 く 認 め る 傾 向 を 示 し た 。
さ ら に 後 述 す る 「(5)SDS-PAGE」 に お い て 傘 部 位 の 方 が 柄 部 位 よ
り も タ ン パ ク 質 量 が 多 い 傾 向 が 見 ら れ た こ と か らMSP作 成 に は 傘
部 位 か ら 得 ら れ た マ ス ス ペ ク トル を 用 い る こ と と し た 。 各 々 の 傘 部
位 のMSPと 柄 部 位 の4ス ポ ッ ト の マ ス ス ペ ク ト ル を 比 較 し た 結 果 、
ブ ナ シ メ ジ(Fig.8-A)及び シ イ タ ケ1試 料(Fig.8-B)でス コ ア が 全 て
2.oo以 上 だ っ た も の の エ リ ン ギ(Fig.8-c)及 び 他 の シ イ タ ケ(Fig.
8-D)では1ス ポ ッ ト で1.70-1.99の 値 と な っ た 。 予 備 検 討 で は シ イ
タ ケ 傘 部 位 を 測 定 し た 時 、 柄 部 位 よ り も マ ス ス ペ ク トル が 得 や す い
傾 向 に あ っ た 。 ま た シ イ タ ケ 柄 部 位 か ら は12回 の 測 定 の 内 、1測 定
し か マ ス ス ペ ク ト ル が 得 ら れ な い 現 象 が 見 ら れ た 。
(2)個 体 差 及 び 製 造 元 間 差
製 造 元 の 異 な る シ イ タ ケ4試 料 の 傘 部 位 に つ い て マ ス ス ペ ク トル
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を 比 較 し た 結 果 、 パ タ ー ン マ ッ チ ン グ に お い て2.5以 上 の 高 い ス コ
ア が 得 ら れ 、 製 造 元 間 の 差 は な か っ た(Table4)。
ま た 購 入 時 期 に よ っ て も 得 ら れ る マ ス ス ペ ク トル に 大 き な 変 動 は
な く 、 い ず れ の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ に お い て も ス コ ア は2.2以 上 を
示 し た(Table5)。
(3)保 存 条 件
市 販 栽 培 キ ノ コ2種(シ イ タ ケ 及 び エ リ ン ギ)の 傘 部 位 に つ い て
購 入 直 後 に 測 定 し たMSPを デ ー タ ベ ー ス 登 録 し た 。 そ の 後 、 各 保
存 条 件 で の マ ス ス ペ ク トル を パ タ ー ン マ ッ チ ン グ に よ り 比 較 し た
(Fig.9)。シ イ タ ケ で は 冷 凍 保 存 及 び 室 温 保 存4日 目 、 そ し て 乾 燥
保 存1日 目 に お い て シ グ ナ ル が 得 ら れ な い 、あ る い は ス コ ア が1.99
以 下 を 示 す ス ポ ッ トが 出 現 し た 。 ま た エ リ ン ギ に お い て も 冷 凍 保 存
及 び 室 温 保 存4日 目 、 そ し て 乾 燥 保 存1日 目 に お い て シ イ タ ケ と 同
様 の 結 果 と な っ た 。い ず れ の 条 件 下 で も 全 て の 測 定 で ス コ ア が2.00
以 上 と な っ た の は 冷 蔵 保 存 の み で あ っ た 。 な お 室 温 保 存7日 目 で は
子 実 体 に カ ビ が 発 生 し た た め 測 定 不 能 で あ っ た 。
(4)脱 塩 処 理
マ ス ス ペ ク トル が 得 に く か っ た シ イ タ ケ 試 料 に つ い て タ ン パ ク 質
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抽 出 液 の 脱 塩 処 理 に よ る 改 善 が 見 られ る か ど うか を 検 討 し た 。 測 定
し た4条 件 の い ず れ の お い て も マ ス ス ペ ク トル に 差 は な く 、 キ ノ コ
子 実 体 のMALDITOFIMS測 定 に お い て は 試 料 に 含 ま れ る 塩 の 影 響
は な い こ と が 確 認 で き た(Fig.10)。
(5)SDS-PAGE
SDS-PAGEの 結 果 、 い ず れ の キ ノ コ に お い て も 傘 部 位 の タ ン パ ク
質 量 が 柄 部 位 と 比 較 し て 多 い 傾 向 が 見 ら れ た(Fig.11)。ま た シ イ タ
ケ2試 料 を 比 較 す る と 同 種 内 に お い て も タ ン パ ク 質 の 量 的 な 面 で は
大 き な 差 が あ る こ と が わ か っ た 。
(6)市 販 栽 培 キ ノ コ 同 士 の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ
市 販 栽 培 キ ノ コ6種(ナ メ コ 、 エ ノ キ タ ケ 、 タ モ ギ タ ケ 、 ブ ナ シ メ
ジ 、 シ イ タ ケ 及 び エ リ ン ギ)か ら 得 ら れ た マ ス ス ペ ク トル をMSPと
し て ラ イ ブ ラ リ ー へ 登 録 後 、 パ タ ー ン マ ッ チ ン グ を 行 っ た 。 同 種 試
料 の マ ス ス ペ ク ト ル とMSPの 比 較 で は ス コ ア が2.6以 上 で あ り 、種
レ ベ ル で の 一 致 が 確 認 さ れ た 。 ま た 他 種 試 料 と の 比 較 で は ス コ ア が
い ず れ も1.3以 下 と な り 、種 が 異 な る こ と で ス コ ア が1.99以 下 と な
る こ と を 確 認 で き た(Table6)。
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(7)遺 伝 子 解 析 及 び デ ー タ ベ ー ス 構 築
遺 伝 子 解 析 の 結 果 、全157試 料 中137試 料 が 種 あ る い は 属 レ ベ ル
で の 同 定 が 可 能 で あ っ た(Table3)。同 定 で き な か っ た20試 料 の 内 、
7試 料 は 塩 基 配 列 の 一 致 率 が96%以 下 で あ り 、残 り13試 料 は 重 複 シ
グ ナ ル な ど の 良 好 な シ グ ナ ル が 得 ら れ ず 同 定 不 能 で あ っ た 。 自 生 キ
ノ コ は 生 の 子 実 体 傘 部 位 を 使 用 し 、マ ス ス ペ ク トル の 取 得 か らMSP
の 登 録 を 行 っ た 。 全157試 料 中6/12測 定 以 上 の マ ス ス ペ ク ト ル が
得 ら れ た も の は113試 料 、5/12測 定 以 下 で あ っ た も の は22試 料 、
全 く 得 ら れ な か っ た も の は22試 料 で あ っ た(Table3)。 構 築 し た 自
生 キ ノ コ デ ー タ ベ ー ス 内 の 種 同 士 に つ い て パ タ ー ン マ ッ チ ン グ を 行
っ た と こ ろ 、 ク リ タ ケ と ク リ タ ケ モ ド キ 及 び シ ラ ゲ ア セ タ ケ と オ オ
キ ヌ ハ ダ ト マ ヤ タ ケ(形 態 観 察 の み)は ス コ ア が2.00以 上 と 同 種 と 判
別 さ れ た 。残 り の96%は 全 て 別 種 キ ノ コ と 正 し く 識 別 可 能 で あ っ た 。
ま た 同 種 キ ノ コ 同 士 の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ で は ム キ タ ケ を 除 き 全 て
2.0以 上 の ス コ ア を 示 し た が 、 全 体 の3割 ほ ど は ス ポ ッ ト(測 定 回)
に よ っ て は1.7か ら1.99の 低 い ス コ ア を 示 す 場 合 も あ っ た 。
(8)形 態 類 似 キ ノ コ の 比 較
誤 食 に よ る 食 中 毒 発 生 事 例 の あ る[ム キ タ ケ(食)・ シ イ タ ケ(食)]vs
ツ キ ヨ タ ケ(毒)及 び[ナ メ コ(食)・ ク リ タ ケ(食)]vsニ ガ ク リ タ ケ(猛
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毒)の マ ス ス ペ ク ト ル に つ い て デ ー タ ベ ー ス と 照 合 し た 結 果 、形 態 類
似 キ ノ コ 同 士 も 含 め 、 い ず れ も 他 種 キ ノ コ と の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ
の ス コ ア は1.69以 下 と 確 実 に 識 別 可 能 で あ っ た(Fig.12,13)。
ま た 遺 伝 的 に 近 縁 関 係 に あ り 、 形 態 に よ る 判 別 が 困 難 な シ ロ ナ メ
ツ ム タ ケ 、 チ ャ ナ メ ツ ム タ ケ 及 び キ ナ メ ツ ム タ ケ に つ い て 同 様 に 照
合 を 行 っ た(Fig.14)。そ の 結 果 、 互 い の ス ペ ク トル パ タ ー ン が 大 き
く 異 な っ た こ と か ら 、 い ず れ も 他 種 キ ノ コ と の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ
の ス コ ア は1.69以 下 と な り 、 明 確 な 識 別 が 可 能 で あ っ た 。 こ の 内 、
シ ロ ナ メ ツ ム タ ケ と 思 わ れ るNo.142の 試 料 はBLAST解 析 の 結 果 、
複 数 種 が98%の 一 致 率 を 示 し 、遺 伝 子 解 析 に よ る 識 別 は 困 難 で あ っ
た キ ノ コ で あ る 。
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4.考 察
キ ノ コ 子 実 体 に お け るMALDI-TOFIMS測 定 条 件 の 最 適 化 に つ い
て 種 々 の 検 討 を 行 っ た 結 果 、 試 料 採 取 部 位 及 び 保 存 条 件 が マ ス ス ペ
ク トル に 大 き く 影 響 す る こ と わ か っ た 。 柄 及 び 傘 部 位 か ら の マ ス ス
ペ ク トル の 比 較 で は 、 ブ ナ シ メ ジ に お い て 視 覚 的 に は 明 ら か に 異 な
る 印 象 で あ っ た が パ タ ー ン マ ッ チ ン グ で の ス コ ア の 変 動 は2.14-
2.29と 予 想 外 に 小 さ か っ た 。 逆 に エ リ ン ギ で は マ ス ス ペ ク トル パ タ
ー ン に 大 き な 違 い は 見 ら れ な か っ た も の の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ に よ
る ス コ ア で は1.99以 下 の ス ポ ッ トが 存 在 し た 。
BiotyperではMSPを 作 成 す る 際 に70の シ グ ナ ル が ピ ッ ク ア ッ プ
さ れ 、 そ の 存 在 頻 度 、 強 度 及 びm/z値 が 平 均 化 さ れ て 登 録 さ れ る た
め 、 よ り シ ャ ー プ な シ グ ナ ル が 多 く 存 在 し て い る 方 が 高 い ス コ ア を
示 す と 考 え ら れ る 。エ リ ン ギ の 場 合 、柄 部 位 の シ グ ナ ル 強 度 が 低 く 、
m/zが2000-4000付 近 の シ グ ナ ル と ノ イ ズ が 混 在 しMSPと の ズ レ
が 生 じ て し ま っ た こ と が 低 い ス コ ア を 招 い た 原 因 と し て 考 え ら れ る 。
一 方 、 ブ ナ シ メ ジ の よ う に 傘 部 位 に お い て 柄 部 位 に は 見 ら れ な い 特
徴 的 な シ グ ナ ル が 観 察 さ れ る 現 象 に つ い て は キ ノ コ の 生 活 環 に 原 因
が あ る と 推 察 さ れ る 。
キ ノ コ の 生 活 環 の 中 に は 胞 子 形 成 が あ り[17]、 そ れ は 子 実 体 の 傘
部 位 の 裏 側 、 つ ま り 漿 で 行 わ れ る 。 こ の 胞 子 由 来 の タ ン パ ク 質 が
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MALDI-TOFIMS測 定 時 に 柄 部 位 に は 見 ら れ な い ス ペ ク トル パ タ ー
ン の 要 因 の1つ に な っ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 ま た 柄 や 傘 部 位
な ど は キ ノ コ が 生 長 し て い く 中 で そ れ ぞ れ 異 な る 役 割 を 担 っ て い る
こ と か ら 、 発 現 す る タ ン パ ク 質 に も 差 が 生 じ る こ と は む し ろ 当 然 で
あ る 。 グ レ バ[17]と呼 ば れ る 胞 子 形 成 部 位 を 傘 と は 別 に 持 つ 不 明 キ
ノ コ(No.67)につ い てMALDITOFIMS測 定 を 行 っ た 際 、ゲ ル 状 の グ
レ バ 部 位 を 測 定 す る こ と は 困 難 で あ っ た た め 胞 子 形 成 機 能 を 持 た な
い 傘 様 の 部 位 を 使 用 し た が マ ス ス ペ ク トル を 得 る こ と が で き な か っ
た 。 こ の こ と か ら も 傘 部 位 の マ ス ス ペ ク トル へ の 胞 子 の 寄 与 は 少 な
か ら ず 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 そ の 確 認 に は 胞 子 の み の マ ス ス ペ ク
トル と の 比 較 が 必 要 で あ り 、本 研 究 で は 未 取 得 の 菌 糸 体 と合 わ せ て 、
今 後 、 検 討 を 加 え る 予 定 で あ る 。
保 存 条 件 の 検 討 結 果 か ら4℃ 冷 蔵 保 存 が 高 い ス コ ア を 得 る う え で
最 適 な 方 法 で あ っ た 。 乾 燥 及 び 凍 結 保 存 で は マ ス ス ペ ク トル パ タ ー
ン に 変 化 が あ り 、 こ れ は 温 風 下 で の 高 温 状 態 や 凍 結 融 解 が タ ン パ ク
質 に 与 え る 影 響 に よ る も の と 考 え ら れ る 。 室 温 保 存 で は カ ビ の 発 生
も 含 め キ ノ コ の 劣 化 が 早 く 、 保 存 条 件 と し て は 元 々 適 さ な い 上 に マ
ス ス ペ ク トル パ タ ー ン に も 大 き な 変 化 が 生 じ た 。 原 因 と し て は 内 在
性 酵 素 に よ る 自 己 消 化 や 共 存 微 生 物 の 影 響 が 考 え ら れ る 。 食 品 利 用
と し て の キ ノ コ は 冷 蔵 に 加 え て 、 透 湿 性 や 通 気 性 が 低 い 包 装 材 料 で
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密 閉 保 存 す る こ と に よ り 、 呼 吸 に よ る 自 己 消 化 を 抑 制 し鮮 度 が 維 持
さ れ る と い っ た 報 告 も あ り[13,23]、こ の マ ス ス ペ ク トル 変 化 と の
関 連 性 を 示 す も の と 考 え ら れ 興 味 深 い 。
栽 培 キ ノ コ に つ い て 製 造 元 間(Table4)及び 購 入 時 期(Table5)の
違 い が パ タ ー ン マ ッ チ ン グ 結 果 に 影 響 を 与 え な か っ た こ と か ら 同
種 ・同 部 位 に お け る マ ス ス ペ ク トル の 変 動 は 少 な い も の と 考 え ら れ
る 。 実 際 に 栽 培 キ ノ コ 同 ± の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ の 結 果 か ら は 他 種
キ ノ コ と の 識 別 を 高 い 信 頼 性 で 行 う こ と が 可 能 で あ っ た(Table6)。
し か し 食 用 と し て 一 定 の 品 質 を 保 っ て い る 純 粋 培 養 の 栽 培 キ ノ コ と
は 異 な り 、 ム キ タ ケ2試 料 で の パ タ ー ン マ ッ チ ン グ の 不 一 致 が 示 す
よ う に 多 様 な 生 育 環 境 に あ る 自 生 キ ノ コ の 場 合 に は 、 同 種 内 に お い
て も 共 存 微 生 物 な ど の 影 響 を 受 け る 可 能 性 は 充 分 考 え ら れ る 。
脱 塩 処 理 の 各 条 件 で 得 ら れ る マ ス ス ペ ク トル に 変 動 が 見 ら れ ず 、
キ ノ コ 子 実 体 の 場 合 は 塩 に よ る イ オ ン 化 阻 害 の 影 響 が な い こ と が わ
か っ た(Fig.10)。一 方 、sDs-PAGEで は 柄 及 び 傘 部 位 の 問 に タ ン パ
ク 質 の 量 的 な 差 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た(Fig.11)。こ の 点 も 両
部 位 問 で マ ス ス ペ ク トル に 差 が 生 じ た 要 因 の 一 つ と 考 え ら れ る 。 ま
た 同 種 内 に お い て も 個 体 に よ り タ ン パ ク 質 量 に 差 を 認 め た が 、 同 定
に は 影 響 な か っ た こ と か ら マ ス ス ペ ク トル プ ロ フ ァ イ ル の 変 動 は 少
な く 、 個 体 間 で は あ く ま で も 全 体 的 な タ ン パ ク 質 量 の 差 の み が 生 じ
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る も の と 考 え ら れ る 。 デ ー タ ベ ー ス へ 登 録 す る た め の 必 要 条 件 と し
た6/12測 定 以 上 の マ ス ス ペ ク トル を 取 得 で き た 自 生 キ ノ コ は 全 体
の72%で あ っ た こ と か ら 、 種 あ る い は 個 体 に よ っ て はTOFIMS測
定 の 際 、 必 要 な タ ン パ ク 質 量 が 存 在 し て い な か っ た 可 能 性 が あ る 。
ま た 採 取 段 階 で の キ ノ コ の 劣 化 の 進 行 度 合 い や ビ ー ズ 粉 砕 が 困 難 な
硬 質 の キ ノ コ の 存 在 な ど も 測 定 に 足 る タ ン パ ク 質 が 得 ら れ な か っ た
原 因 と し て 考 え ら れ る 。 キ ノ コ の 形 態 は 多 様 性 に 富 ん で お り 、 中 に
は ヒ ラ タ ケ の よ う に 柄 を 形 成 し な い も の も 存 在 す る 。 こ れ ら の こ と
か ら 現 実 的 に よ り 多 く の キ ノ コ 種 をMALDI-TOFIMSに よ り 網 羅 的
に 同 定 で き る 条 件 と し て は 、 生 の キ ノ コ 子 実 体 の 傘 部 位 の 使 用 が 望
ま し い と 結 論 づ け た 。
こ の よ う に 自 生 キ ノ コ に お い て も 種 の 判 別 が 可 能 で あ り 、 形 態 が
類 似 し た 、 あ る い は 遺 伝 的 に 近 縁 関 係 に あ る 種 に お い て も ほ と ん ど
の 場 合 でMALDI-TOFIMSに よ る 同 定 で 確 実 な 識 別 が 可 能 で あ っ た
(Fig.12-14)。パ タ ー ン マ ッ チ ン グ の ス コ ア は 同 属 に あ る 種 同 士 で は
高 く な る 傾 向 に あ る が 、 今 回 の チ ャ ナ メ ツ ム タ ケ(No.141)、シ ロ ナ
メ ツ ム タ ケ(No.142)及び キ ナ メ ツ ム タ ケ(No.129)では マ ス ス ペ ク ト
ル に 類 似 性 は な く 、 確 実 に 種 の 識 別 が 可 能 で あ っ た 。 一 方 、 イ タ チ
タ ケ(No.99)及 び オ オ キ ヌ ハ ダ ト マ ヤ タ ケ の 可 能 性 が あ る キ ノ コ
(No.148)を識 別 す る こ と が で き な か っ た が 、 オ オ キ ヌ ハ ダ ト マ ヤ タ
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ケ は 塩 基 配 列 解 析 に お い て も 塩 基 配 列 シ グ ナ ル の 重 複 か ら 同 定 が 困
難 で あ っ た た め 、 実 際 に はMALDI-TOFIMSの 結 果 が 示 す よ う に 同
種 で あ っ た 可 能 性 も あ る 。 唯 一 、 判 別 不 可 能 で あ っ た 形 態 的 特 徴 が
類 似 し た ク リ タ ケ と ク リ タ ケ モ ド キ の 例 を 除 き 、Biotyperを用 い た
同 定 シ ス テ ム は 形 態(Fig.12,13)及 び 遺 伝 子 解 析(Fig.14)で 識 別 困
難 な 多 く の 類 似 キ ノ コ の 同 定 に 有 効 で あ っ た 。
以 上 、 本 研 究 に お い て 構 築 し たMSPデ ー タ ベ ー ス と
MALDI-TOFIMS測 定 に よ っ て 得 ら れ た 子 実 体 の マ ス ス ペ ク トル を
照 合 す る こ と に よ っ て 、 迅 速 か つ 信 頼 性 の 高 い キ ノ コ 種 の 同 定 が 可
能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
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5.要 約
MALDI-TOFIMSを 用 い た キ ノ コ 子 実 体 の 迅 速 同 定 手 法 の 開 発 を
目 的 に 、 測 定 条 件 の 最 適 化 及 び デ ー タ ベ ー ス の 構 築 を 行 っ た 。 柄 と
傘 の 部 位 分 け 、 購 入 時 期 、 製 造 元 間 差 、 保 存 条 件 、 脱 塩 処 理 及 び
SDS-PAGEな ど の 検 討 結 果 か らMALDI-TOFIMS測 定 に は 生 の キ ノ
コ 子 実 体 傘 部 位 を 用 い る こ と と し た 。 自 生 キ ノ コ113試 料103種 に
つ い て マ ス ス ペ ク トル を 取 得 し デ ー タ ベ ー ス を 構 築 し た 。 デ ー タ ベ
ー ス 内 の 種 同 士 の マ ス ス ペ ク トル を 用 い て パ タ ー ン マ ッ チ ン グ を 行
っ た と こ ろ 、96%の キ ノ コ 種 の 識 別 が 可 能 で あ っ た 。
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第 皿 章ARISAに よ る キ ノ コ 種 の 同 定
1.序
食 中 毒 の 原 因 食 品 が 完 全 な 状 態 で 残 っ て い る 場 合 は 極 め て 限 ら れ
て い る 。 キ ノ コ に お い て も 同 様 で あ り 、 調 理 後 の 子 実 体 の 一 部 、 あ
る い は 患 者 の 吐 し ゃ 物 な ど が 唯 一 の 手 が か り と な る こ と も 多 い 。 こ
の よ う な 試 料 に 対 し て は 、 形 態 観 察 やDNA塩 基 配 列 解 析 な ど の 一
般 的 な 同 定 手 法 を 適 用 す る こ と は 困 難 で あ る 。 形 態 観 察 で は 原 型 を
と ど め な い 子 実 体 を 識 別 す る こ と は 不 可 能 で あ り 、 ま た 塩 基 配 列 解
析 で は 他 の 來 雑 物 由 来 のDNAが 解 析 を 困 難 に す る 。 そ こ で 本 章 で
は 微 生 物 叢 の 新 た な 解 析 手 法 と し て 注 目 さ れ て い る
ARISA(AutomatedrRNAIntergenicSpacerAnalysis)[1]を用 い た
キ ノ コ 種 同 定 手 法 開 発 の た め の 基 礎 検 討 を 行 っ た 。 自 生 キ ノ コ の 固
有 フ ラ グ メ ン ト長 を 測 定 す る と と も に 、 複 数 キ ノ コ の 混 合 物 モ デ ル
及 び 実 際 の 食 中 毒 事 例 キ ノ コ の 解 析 を 試 み た 。
ARISAはrRNA遺 伝 子 の 多 型 領 域 をPCRで 増 幅 後 、 シ ー ケ ン サ
を 用 い て1塩 基 以 上 の フ ラ グ メ ン ト長 の 違 い を 解 析 す る も の で あ る 。
フ ラ グ メ ン ト長 の 違 い の み で は 種 を 同 定 す る こ と は で き な い た め 、
同 時 にDNA塩 基 配 列 解 析 な ど に よ る 同 定 結 果 が 必 要 と な る 。 こ こ
で は 第1章 及 び 第H章 で 得 た 塩 基 配 列 解 析 に よ る 同 定 結 果 に フ ラ グ
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メ ン ト長 の 測 定 結 果 を 加 え 、 新 た にARISA用 の デ ー タ ベ ー ス を 作
成 し た 。
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2.材 料 及 び 方 法
(1)試 料
2012年11.月 か ら2013年10.月 の 間 に 酪 農 学 園 大 学 キ ャ ン パ ス 内
で 採 取 し た 自 生 キ ノ コ48試 料 、 市 販 栽 培 キ ノ コ1試 料 、2014年9
月 か ら10月 に 札 幌 市 清 田 保 健 セ ン タ ー よ り 提 供 を 受 け た2試 料 及
び2014年10月 に 札 幌 市 北 保 健 セ ン タ ー よ り 提 供 さ れ た 食 中 毒 の 原
因 食 材 と し て 疑 わ れ た キ ノ コ1試 料 の 計52試 料 を 使 用 し た(Table
7)。食 中 毒 が 疑 わ れ た キ ノ コ の み 生 の 子 実 体 を 、 残 り は 全 て 乾 燥 粉
末 を 用 い た 。
(2)ARISA解 析
「第1章2-(3)-2)PCR反 応 」 に 従 っ て 目 的 と す るDNA領 域 を 増
幅 し た 。ARISA解 析 に はITS4(Table4)の5'側 を 蛍 光 標 識 し 、 濃
度 を1/2の25μmol/mLと し た プ ラ イ マ ー を 用 い た 。PCR産 物10μL
に つ い て 自 動 シ ー ケ ン サ に よ る フ ラ グ メ ン ト 解 析 を 依 頼 し た(フ ァ
ス マ ッ ク)。 フ ラ グ メ ン ト長 に よ る 同 定 の 際 は 、 フ ラ グ メ ン ト 長 の ±
0.1%の 範 囲 で あ れ ば 同 種 の 可 能 性 が あ る と 判 断 し た 。
(3)キ ノ コ 混 合 物 モ デ ル
ナ メ コ 、 ニ ガ ク リ タ ケ 、 イ ボ テ ン グ タ ケ 、 シ イ タ ケ 及 び ナ ラ タ ケ
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属 キ ノ コ(一 般 名 、 ボ リ ボ リ)(Table1のNo.9,13,25,29及 び31)
を 使 用 し て 食 毒 を 含 め た 複 数 の キ ノ コ が 混 在 す る モ デ ル を 作 成 し た 。
ま ず ニ ガ ク リ タ ケ と ボ リ ボ リ を 使 用 し1:9,3:7,5:5,7:3,9:1の重 量
比 で 計250mgと な る よ う に 各 試 料 を 混 合 しDNAを 抽 出 し た(nニ3)。
次 に こ れ ら5種 の き の こ を1:1:1:1:1の割 合 で 混 合 後 、 同 様 にDNA
を 抽 出 しARISAに よ り 解 析 し た 。
(4)食 中 毒 事 例
2014年10.月に 札 幌 市 内 で 毒 キ ノ コ の 誤 食 が 原 因 と 思 わ れ る 食 中
毒 事 故 が 発 生 し 、 キ ノ コ 種 の 鑑 定 依 頼 を 受 け た 。 依 頼 を 受 け た 時 点
で 試 料 は 室 温 で1週 間 以 上 放 置 さ れ て い た た め 、 外 見 上 の 劣 化 が 激
し く カ ビ も 発 生 し て い た 。 残 さ れ た 試 料 は 石 突 き 付 近 の ツ ボ 部 位 が
欠 落 し て い た た め 形 態 に 基 づ い た 同 定 は 困 難 で あ っ た が 毒 キ ノ コ の
カ キ シ メ ジ の 可 能 性 が 推 測 さ れ た 。 柄 及 び 傘 の 両 部 位 か らDNAを
抽 出 し 、塩 基 配 列 解 析 に よ る 同 定 を 試 み た がPCR産 物 に は 複 数 の バ
ン ドが 検 出 さ れ た 。 こ の た め 、 直 接 の 塩 基 配 列 解 析 に お い て は 重 複
シ グ ナ ル を 示 し 同 定 不 能 で あ っ た 。 そ こ で 食 中 毒 キ ノ コ に つ い て
ARISA解 析 を 行 い 、比 較 対 照 と な る キ ノ コ の 固 有 フ ラ グ メ ン ト長 と
の 比 較 か ら 種 の 鑑 別 を 行 っ た 。
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3.結 果
(1)フ ラ グ メ ン ト長 の 比 較
ARISAに よ っ て 解 析 し た52試 料31種 全 て に お い て フ ラ グ メ ン ト
長 の デ ー タ が 得 ら れ た(Fig.15)。複 数 の ピ ー ク が 存 在 し た 場 合 、 シ
グ ナ ル 強 度 が 最 も 高 い も の を メ イ ン ピ ー ク と し た 。 こ の と き メ イ ン
ピ ー ク の シ グ ナ ル 強 度 は お お よ そ 任 意 蛍 光 強 度2000-12000の 範
囲 に あ っ た 。 形 態 観 察 と フ ラ グ メ ン ト長 が 一 致 し た11試 料 に つ い
て は 塩 基 配 列 解 析 に よ る 同 定 は 省 略 し た 。フ ラ グ メ ン ト 長 が 一 致 し 、
塩 基 配 列 解 析 結 果 が 異 な っ た キ ノ コ はTable7のNo.10vs11,
No.15vs16,No.15vs17,No.16vs17,No.19vs20,No.20vs21,
No.20vs22及 びNo.21vs22の 組 み 合 わ せ で あ っ た 。 逆 に 塩 基 配
列 解 析 結 果 が 一 致 し 、フ ラ グ メ ン ト長 が 一 致 し な い ケ ー ス はTable8
のNo.14vs(No.15-17)及 びNo.23vs(No.24-25)の 組 み 合 わ せ で あ
っ た 。 残 り の ケ ー ス は 全 て 塩 基 配 列 解 析 結 果 と 固 有ARISAフ ラ グ
メ ン ト長 が 一 致 し た 。
(2)キ ノ コ 混 合 物 モ デ ル の 解 析
ニ ガ ク リ タ ケ 及 び ボ リ ボ リ の 組 成 割 合 を 変 化 させ た 混 合 物 モ デ ル
で は い ず れ の 混 合 比 率 に お い て も 両 種 に 対 応 す る2つ の ピ ー ク が 確
認 さ れ 、メ イ ン ピ ー ク に 対 し て10%以 上 の 強 度 で も う一 方 が 存 在 し
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た(Fig.16)。 し か し 、 ボ リ ボ リ の 組 成 割 合 が10、30及 びgo%の 時
に も 、 ボ リ ボ リ 由 来 の 強 い ピ ー ク が 存 在 し て お り 、 ピ ー ク 比 は 必 ず
し も 存 在 割 合 を 反 映 す る も の で は な か っ た 。 キ ノ コ5種 混 合 物 の
ARISA解 析 で は シ イ タ ケ 、ナ メ コ 及 び ボ リ ボ リ に 対 応 し た ピ ー ク が
得 ら れ た が ニ ガ ク リ タ ケ 及 び テ ン グ タ ケ 由 来 の ピ ー ク は 確 認 さ れ な
か っ た 。 ま た ナ メ コ の ピ ー ク も シ グ ナ ル 強 度 が メ イ ン ピ ー ク に 対 し
て10%以 下 と 低 値 で あ っ た 。
(3)食 中 毒 キ ノ コ の 解 析
食 中 毒 が 疑 わ れ た キ ノ コ はARISA解 析 の 結 果 、 柄 及 び 傘 部 位 と
も に2つ の 共 通 ピ ー ク が 確 認 さ れ た(Fig.17)。共 通 ピ ー ク の フ ラ グ
メ ン ト長(bp)は 柄 部 位 で は346.16及 び388.66、 傘 部 位 で は346.22
及 び388.70で あ っ た 。ARISAデ ー タ ベ ー ス(Table7)と の 照 合 で は
346.22の フ ラ グ メ ン ト はNo.2ア セ タ ケ 属 の キ ノ コ の345.72に 最 も
近 か っ た が 形 態 的 に は 明 ら か に 異 な っ て い た 。 さ ら に こ れ ら は 鑑 別
比 較 品 の カ キ シ メ ジ と し て 提 供 さ れ たNo.19及 びNo.22の キ ノ コ の
フ ラ グ メ ン ト長 と は 一 致 し な か っ た 。 最 終 的 に こ の キ ノ コ に つ い て
は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の2種 類 のPCR産 物 に 対 応 す る バ ン ド を 切 り
出 し 、 そ れ ぞ れ に つ い て 塩 基 配 列 解 析 を 行 っ た 結 果 、 キ ノ コ 種 と し
て ハ イ イ ロ シ メ ジ 、 シ ロ ハ イ イ ロ シ メ ジ 及 びLeueopaxillus
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compactus(和 名 無 し)の 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 同 定 候 補 と さ れ た 種
は い ず れ も 食 毒 が 明 ら か で は な い こ と か ら 本 キ ノ コ が 食 中 毒 の 原 因
と な っ た 可 能 性 は 低 い と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の キ ノ コ は い ず れ も
ARISAデ ー タ ベ ー ス 内 に は 登 録 さ れ て い な い 種 で あ っ た 。 ま た
ARISA解 析 結 果388.7bpの フ ラ グ メ ン ト は 酵 母Cryprococcus
museiと 同 定 さ れ た 。
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4.考 察
ARISAの フ ラ グ メ ン ト長 が 同 じ で も 塩 基 配 列 解 析 結 果 が 異 な る
場 合 が 全31種 中10種 の キ ノ コ に 見 ら れ た(Table7)。こ れ はARISA
の 原 理 上 、 異 な る 種 同 士 で あ っ て も 偶 然 に フ ラ グ メ ン ト長 が 一 致 す
る こ と が 有 り得 る た め と 考 え ら れ る 。 実 際 、 キ ノ コ13種 の フ ラ グ
メ ン ト長(bp)が390-400付近 に 集 中 す る 領 域 で 、 塩 基 配 列 結 果 と の
不 一 致 が 多 く 見 ら れ た(Fig.15)。一 方 で 、 フ ラ グ メ ン ト長 は 異 な る
が 塩 基 配 列 解 析 に よ る 同 定 結 果 が 一 致 す る 例 が2組 の キ ノ コ で 確 認
さ れ た 。 こ の と き の フ ラ グ メ ン ト長 の 差 は1な い し2bp程 度 だ っ
た こ と か ら 同 種 内 の 多 型 に よ る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。
キ ノ コ2種 混 合 物 に っ い て のARISA解 析 は 混 合 比 率 に よ っ て シ
グ ナ ル 強 度 に 大 き な 影 響 は な く 、5種 混 合 物 で は 明 瞭 な シ グ ナ ル が
得 ら れ た の は2種 の み で あ っ た(Fig.16)。各 混 合 比 率 に お い て 濃 度
依 存 性 が 見 られ な か っ た 原 因 と し て は 、 使 用 し た 乾 燥 粉 末 が 微 粉 末
で は な く 、試 料 採 取 時 に 偏 り が 生 じ た 可 能 性 が あ る 。ま たPCRの 増
幅 強 度 が 混 合 物 の 量 的 な 差 よ り も キ ノ コ 種 の 塩 基 配 列 の 違 い に 依 存
し て い る こ と に も 関 連 し て い る と 考 え ら れ る 。 今 回 の 場 合 、 シ イ タ
ケ が 優 位 にPCR増 幅 さ れ 、ナ メ コ 、ニ ガ ク リ タ ケ 及 び イ ボ テ ン グ タ
ケ の 増 幅 効 率 が 低 か っ た こ と が 予 想 さ れ る 。
食 中 毒 が 疑 わ れ た キ ノ コ のARISA解 析 結 果 を デ ー タ ベ ー ス と 比
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較 し た と こ ろ 形 態 が 類 似 し て い た 鑑 別 対 象 の 毒 キ ノ コ2試 料 と は フ
ラ グ メ ン ト長 は 一 致 し な か っ た(Fig.17)。こ の 鑑 定 結 果 の 妥 当 性 は
最 終 的 な 塩 基 配 列 解 析 に よ っ て 別 の 食 毒 を 持 た な い3種 の キ ノ コ の
可 能 性 が 示 さ れ た こ と か ら も 推 測 で き た 。 形 態 及 びDNA塩 基 配 列
解 析 に よ る キ ノ コ 種 の 同 定 が 今 回 の よ う に 困 難 な 場 合 、ARISAに よ
る 解 析 は 比 較 対 照 キ ノ コ と の 鑑 別 に 極 め て 有 用 で あ る こ と が 確 認 で
き た 。
ARISAで は 他 種 同 士 で あ っ て も フ ラ グ メ ン ト長 が 一 致 す る こ と
が あ る た め 、 こ の 結 果 の み で 種 の 同 定 を 行 う こ と に は 限 界 が あ る 。
し か し キ ノ コ 種 に よ っ て は 特 徴 的 な 固 有 フ ラ グ メ ン ト長 を 持 つ こ と
か ら 、 信 頼 性 の 高 い 同 定 が 可 能 な も の も 存 在 す る 。 ま た 今 回 の キ ノ
コ 食 中 毒 事 例 の よ う に カ ビ や 酵 母 な ど の 他 の 真 菌 類 が 混 在 し て い る
場 合 、 塩 基 配 列 解 析 を 要 し な いARISAに よ る 種 の 同 定 は と り わ け
利 用 価 値 が 高 い 。 形 態 観 察 やDNA塩 基 配 列 解 析 に 加 え てARISAを
適 用 す る こ と で 、 解 析 可 能 な 試 料 範 囲 を 拡 げ る と と も に 、 よ り信 頼
性 の 高 い 種 の 即 時 的 な 同 定 が 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。
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5.要 約
微 生 物 叢 の 解 析 手 法 で あ るARISAを 用 い て 固 有 フ ラ グ メ ン ト長
に よ る キ ノ コ 種 の 同 定 及 び 複 数 キ ノ コ 混 合 物 モ デ ル へ の 応 用 可 能 性
を 検 討 し た 。 乾 燥 粉 末 キ ノ コ51試 料 か ら フ ラ グ メ ン ト長 の デ ー タ
が 得 ら れ た が 、 全31種 中10種 で フ ラ グ メ ン ト長 が 一 致 し 、 キ ノ コ
5種 混 合 モ デ ル に お い て はPCRプ ラ イ マ ー の 増 幅 効 率 の 違 い な ど か
ら 、 明 確 な フ ラ グ メ ン トが 確 認 さ れ た の は2種 の み で あ っ た 。 従 っ
て 、ARISAの み で キ ノ コ 種 の 同 定 あ る い は 存 在 比 率 を 推 定 す る こ と
は 困 難 で あ る と 考 え ら れ た 。 し か し な が ら 、 子 実 体 の 原 型 を 留 め ず
形 態 及 びDNA塩 基 配 列 解 析 の 適 用 が 困 難 な 食 中 毒 が 疑 わ れ た キ ノ
コ の 鑑 別 に お い て は 、 フ ラ グ メ ン ト長 が 鑑 別 対 象 の 食 毒 キ ノ コ か ら
は 明 確 に 区 別 さ れ た 。 こ の 結 果 に よ り食 中 毒 の 原 因 が キ ノ コ で は な
か っ た 可 能 性 を 示 す こ と が で き た 。 こ の よ う に 、 固 有 の フ ラ グ メ ン
ト長 を 持 つ キ ノ コ 種 に 対 し て は 、 劣 化 が 進 み 他 の 真 菌 類 が 混 在 す る
よ う な 試 料 に 対 し て も 、ARISAは 確 実 な 同 定 が 可 能 で あ り有 用 性 が
高 い こ と が 確 認 で き た 。
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総 括
北 海 道 内 の 自 生 キ ノ コ を 用 い て 遺 伝 解 析 子 及 び タ ン パ ク 質 プ ロ フ
ァ イ ル に 基 づ い た 新 た な 同 定 手 法 の 開 発 を 行 う と と も に β一グ ル カ ン
な ど の 代 表 的 な 機 能 性 指 標 に つ い て も 合 わ せ て 評 価 し た 。 全205試
料 中 、ITS領 域 のDNA塩 基 配 列 解 析 に よ り175試 料 が 種 あ る い は
属 レベ ル で 同 定 可 能 で あ っ た 。 別 に9試 料 に つ い て はARISAフ ラ
グ メ ン ト長 の 一 致 を 基 に キ ノ コ 種 を 推 定 し た 。同 定 で き な か っ た21
試 料 の 内20試 料 は 遺 伝 子 多 型 あ る い は 他 種DNAの 混 在 に よ り解 析
可 能 な 塩 基 配 列 デ ー タ が 得 ら れ な か っ た も の で あ る 。 残 り1試 料 は
PCR反 応 を 阻 害 す る 成 分 の 影 響 で 解 析 不 能 で あ っ た 。
機 能 性 評 価 と し て β一グ ル カ ン 、TPP及 びDPPHラ ジ カ ル 消 去 活 性
を 測 定 し た 結 果 、TPPと 抗 酸 化 能 の 問 に は 強 い 相 関 関 係 が 見 ら れ た
が 、 β一グ ル カ ン と 両 項 目 と の 相 関 は 認 め ら れ な か っ た 。 い ず れ の 測
定 項 目 に お い て も 科 ご と の 傾 向 は 見 ら れ ず 、 種 ご と に 多 様 性 を 示 し
た が 、 個 体 ご と の 差 は 小 さ か っ た 。
MALDI-TOFIMSを 用 い た キ ノ コ 子 実 体 の 同 定 は 試 料 採 取 部 位 、
個 体 差 及 び 脱 塩 処 理 等 の 検 討 結 果 か ら 生 の キ ノ コ 子 実 体 傘 部 位 を 使
用 す る こ と に よ っ て 最 も 高 い 信 頼 性 を 確 保 で き た 。 キ ノ コ 子 実 体
113試 料 に つ い 固 有 のMSPを 取 得 し デ ー タ ベ ー ス を 構 築 し た 。デ ー
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タ ベ ー ス 内 に 登 録 さ れ た キ ノ コ 同 士 は4試 料 を 除 き 、 正 確 な 識 別 が
で き た 。MAL、DI-TOFIMSによ る タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ き 、
迅 速 か つ 確 実 な キ ノ コ 種 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。
ARISAに よ る フ ラ グ メ ン ト長 は 全31種 中10種 で 一 致 し 、フ ラ グ
メ ン ト長 の み に よ る 種 の 識 別 は 不 可 能 で あ っ た 。 し か し食 中 毒 事 例
の よ う に 形 態 が 原 型 を 留 め ず 、 他 の 真 菌 が 混 在 す る 塩 基 配 列 解 析 困
難 な 混 合 物 試 料 に 対 し て はARISAに よ る 種 の 判 別 は 極 め て 有 用 で
あ っ た 。
本 研 究 に お い て 、 キ ノ コ 種 の 同 定 を 目 的 に 形 態 観 察 に 加 え 、DNA
塩 基 配 列 解 析 、MALDI-TOFIMS及 びARISAに よ る 比 較 検 討 を 行 っ
た 結 果 、 各 々 の 手 法 の 長 所 及 び 短 所 が 明 確 に な っ た 。 形 態 観 察 は 最
も 迅 速 で 特 別 な 装 置 を 必 要 と し な い が 、 長 年 の 経 験 を 要 す る た め 一
般 化 す る の は 困 難 で あ る 。 キ ノ コ 子 実 体 の 形 態 は 生 育 環 境 及 び 生 長
段 階 に よ り 多 様 に 変 化 す る こ と か ら 熟 練 者 に お い て も 形 態 に よ る 鑑
定 が 難 し い 場 合 が あ る 。 実 際 、 今 回 の 形 態 に よ る 推 定 結 果 は 遺 伝 子
解 析 に よ る 同 定 結 果 と 一 致 し な い 例 も 多 く 存 在 し た 。現 在 の と こ ろ 、
DNA塩 基 配 列 解 析 が 最 も 汎 用 性 が あ り信 頼 性 高 く 種 の 同 定 が 可 能
な 手 法 で あ る 。 し か し な が ら 同 定 に は 通 常 数 日 を 要 し 即 時 性 に 欠 く
こ と 、 特 殊 な 操 作 及 び 装 置 が 必 要 で あ る こ と 及 び 他 真 菌 類 のDNA
が 混 在 す る 状 態 で は 適 用 で き な い と い っ た 限 界 が あ る 。
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MALDI-TOFIMSで は 迅 速 、 簡 便 か つ 安 価 な 同 定 が 可 能 で あ り 、 遺
伝 子 解 析 と 同 様 に か な り の 近 縁 種 の 識 別 に も 威 力 を 発 揮 す る 可 能 性
が 示 さ れ た 。MALDI-TOFIMS測 定 装 置 は 数 千 万 円 と 非 常 に 高 価 で
は あ る が 、 現 在 、 臨 床 微 生 物 検 査 に お い て 導 入 が 急 速 に 広 ま り っ っ
あ る こ と か ら 、 食 品 検 査 分 野 へ の 適 用 も 追 っ て 進 む も の と 期 待 さ れ
る 。 本 研 究 は キ ノ コ 子 実 体 の 同 定 を 目 的 と し た 初 の デ ー タ ベ ー ス 構
築 に 関 す る も の で あ り 、 今 後 キ ノ コ 種 を 増 や し 同 定 精 度 の 向 上 を 目
指 す も の で あ る 。
ARISAで は 特 徴 的 な フ ラ グ メ ン トを 有 す る 場 合 を 除 き 、こ の 解 析
結 果 の み で 直 接 の キ ノ コ 種 同 定 は 困 難 で は あ る が 、 カ ビ の 発 生 な ど
に よ り他 の 真 菌 類 が 混 在 す る よ う な 場 合 、 微 生 物 叢 の 全 体 像 を 把 握
す る こ と が 可 能 で あ り 、 実 際 、 今 回 の 食 中 毒 事 例 の よ う に 食 毒 キ ノ
コ と の 鑑 別 に お け る 有 用 性 が 証 明 さ れ て い る 。
本 研 究 の 中 心 課 題 で あ るMALDI-TOFIMSに よ る キ ノ コ 種 同 定 は
こ れ ま で に な い 迅 速 性 と 信 頼 性 を 併 せ 持 つ 画 期 的 な 方 法 で あ り 、 今
後 、 こ の よ う な 質 量 分 析 に 基 づ く 品 種 鑑 別 な ど へ の 応 用 は 食 品 分 野
に お い て も 、 急 速 に 発 展 し て い く こ と が 予 想 さ れ る 。 し か し 、 い か
に 最 新 の 分 子 生 物 学 的 手 法 を 導 入 し た と し て も 、 形 態 的 特 徴 や 生 化
学 的 性 状 な ど の 重 要 な 要 素 を 含 め た 総 合 的 な 判 断 が 品 種 の 鑑 定 に 求
め ら れ る こ と は 疑 う 余 地 は な い 。 従 っ てMALDI-TOFIMSに よ る キ
55
ノ コ 種 同 定 手 法 は 決 し て 既 存 の 手 法 に 完 全 に と っ て 代 わ る も の で は
な く 、 よ り信 頼 性 の 高 い 同 定 の た め の 新 た な ア プ ロ ー チ の 一 っ と 捉













































































本 論 文 を ま と め る に あ た り終 始 懇 切 な る ご 指 導 を 頂 き ま し た 酪 農
学 園 大 学 応 用 微 生 物 学 研 究 室 山 口 昭 弘 教 授 及 び 村 松 圭 准 教 授 に 心
よ り感 謝 を 申 し 上 げ ま す 。
本 研 究 実 施 に 際 し ま し て 、 貴 重 な 試 料 を 恵 与 い た だ き ま し た 酪 農
学 園 大 学 生 物 教 育 研 究 室 干 場 敏 弘 教 授 、札 幌 市 清 田 保 健 セ ン タ ー 栄
坂 貞 夫 氏 、鹿 児 島 工 業 高 専 山 内 正 仁 教 授 、札 幌 市 北 保 健 セ ン タ ー 勝
俣 友 了 氏 及 び 西 尾 香 奈 子 氏 、MALDI-TOFIMS装 置 一 式 の 使 用 機 会
を ご 提 供 下 さ い ま し た 酪 農 学 園 大 学 獣 医 生 化 学 ユ ニ ッ ト 横 田 博 教
授 に 深 く 感 謝 の 意 を 申 し 上 げ ま す 。 ま た キ ノ コ 鑑 定 に 際 し ま し て 有
益 な ご 指 導 を い た だ き ま し た 干 場 敏 弘 教 授 、栄 坂 貞 夫 氏 に 重 ね て お
礼 申 し 上 げ ま す 。
最 後 に 本 研 究 を 通 し て 、 多 方 面 に わ た り ご 協 力 い た だ き ま し た 応
用 微 生 物 学 研 究 室 の 皆 様 、 遠 く 宮 城 か ら6年 間 の 大 学 生 活 を 支 え て
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Table1.遺伝 子解析 による自生キノコ種の 同定結 果





























































































































































































































































































































































































































































































































Table1.遺伝 子解析 による自生キノコ種の 同定結 果 2/2


































































増 幅 領 域(bp)
rDNAITS1(400～700)
rDNAITS2(300～600)
Table3.自生 キ ノコのMALDI-TOF/MSデタベ ス



































































































































































































































































































































*DNA塩基 配 列による同定結 果,97%未満 の一 致率 はO内 に示 した

















































Table3.自生 キ ノコのMALDI-TOF/MSデー タベ ー ス

















































































































































































































































*DNA塩基 配 列 に よる同 定 結 果
,97%未満 の 一 致 率 はO内 に 示 した
**Bi。typerによるス コア2


























































Table3.自生 キ ノコのMALDI-TOF/MSデー タベ ー ス
















































































































































































































*DNA塩基 配 列 に よる同 定 結 果
,97%未満 の 一 致 率 はO内 に 示 した
**Bi
。typerによるス コア2.0以上 の測 定 回 数:G=6/12以 上,P=5/12以下,Nニ0/12























































































































































































































































































































































































































































































































　 ユ　 　　 　　 　　
β一グ ル カ ン(μ9/mL)





































































































































・Tukey検定 により有 意 差 を認 め た組 み 合 わ せ は




































































くコ ユ 　 ヨ 　 ヨ 　 フ 　 　 ユ　
CongoRed法β一グ ル カン(mg/9)




























































Fig.5.機能 性 各 測 定 値 の 相 関
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嚇 融 ～__恥 唄 」 ブ___一__.1 〒
条件3
条件4





























































































































鳳_庶 試 〕 煽_滋 ㌧__/左____
ニガクリタケ(猛毒)
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{ニガ クリタケ 及び テングタケ}













十 一 一 十 十一 一
.+一+一 一→ 一一+一一++
346.22bp






←r← 一十 +一 一+一+一 一一+一一++一+









一 一 十 →一一 十
一+一 一+一 一+一 ← 一+一 ←一
+一+一+一 一++
346.16bp
斗 一++一 一+一 一+
▼ ▼388.66bp














十 十..卜 十 昏
→ 卜 十 →
? 十 十.←


















.卜.「 ↑ .十 一十 一十







.卜. 一 トー 十
卜
Fig.17.食中 毒 が 疑 わ れ たキ ノコのARISA解析 結 果
